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metilación global del ADN, así como en regiones promotoras de genes relacionados con la 
resistencia a cisplatino. El sistema HPLC-UV se empleó para la determinación del nivel de 
metilación global de ADN extraído de diferentes líneas celulares de cáncer de ovario sensibles 
y resistentes a cisplatino (A2780 y A2780cis) antes y después de un tratamiento con dicho 
fármaco encontrando diferencias importantes en algunos casos. Del mismo modo, en 
colaboración con la Dra. L.M. Sierra del Departamento de Genética se analizó el nivel de 
metilación en las regiones promotoras de los genes: ERCC1, POLQ y ERCC4 (implicados en 
procesos de apoptosis) y TP53, BAX, BCL-2 y CASP3 (implicados en la reparación de los 
daños inducidos en el ADN por el cisplatino) en dichas líneas sensibles y resistentes a 
cisplatino (A2780 y A2780CIS) donde se observaron cambios específicamente en el gen 
ERCC1. 
o Se han puesto a punto estrategias basadas en HPLC-UV, HPLC-ICP-MS y LC-MS/MS 
y comparadas analíticamente para la separación y cuantificación de los compuestos S-
adenosilmetionina (SAM) y S-adenosilhomocisteína (SAH). La metodología basada en LC-
MS/MS que proporcionó mejores características analíticas se aplicó en la determinación de la 
relación SAM/SAH en cultivos celulares sensibles y resistentes a cisplatino (A2780 y A2780cis) 
y fue posible establecer una correlación entre el índice de metilación (SAM/SAH) y el grado de 
metilación del ADN en las mismas muestras. 
o Puesto que la transferencia de grupos metilo a distintas biomoléculas, en particular al 
DNA, ocurre a través la reacción catalizada por varias DNA metil transferasas, se ha desarrollo 
una estrategia analítica que permite el estudio de la actividad de dichas enzima en cultivos 
celulares de cáncer de ovario mediante la medida indirecta de la formación de 5-metilcitosina 
(5-mC) empleando la técnica basada en HPLC-UV previamente desarrollada.  
o Finalmente, como último marcador de resistencia se ha evaluado la variación en el 
número de copias de genes específicos (CNVs) desarrollando una metodología analítica para 
la cuantificación alternativa a la PCR cuantitativa basada en la combinación de la reacción en 
cadena de la polimerasa con la electroforesis en gel de agarosa en columna de vidrio y 
conectada en línea con el plasma de acoplamiento inductivo espectrometría de masas (GE-
ICP-MS) para la detección específica del 31P. Empleando dicha estrategia se ha evaluado el 
efecto del tratamiento con cisplatino sobre la variación del número de copias de un gen modelo 
(POLQ) en la línea celular GM04312 deficiente en el sistema NER. Finalmente se ha 
optimizado la metodología desarrollada para permitir la amplificación, separación y 
cuantificación múltiple (multiplex PCR-MS) de cuatro genes distintos relacionados con la 
respuesta celular a cisplatino. 
 
 
 
 
 
                                                                
 
 
 
RESUMEN (en Inglés) 
 
 
 
 
Cisplatin is among the most widely used cytotoxic anticancer agents, treating a wide range of 
solid tumours including ovarian cancer, bladder cancer and lung cancer, being particularly 
effective for the treatment of testicular germ cell cancer. Unfortunately, almost 50% of the 
tumours are resistant to the drug and many of them develop resistance during the course of 
treatment despite having presented a positive initial response to the drug. In this regard, it is 
estimated that the resistance to chemotherapy contributes to more than 90% of cancer deaths. 
The causes of this resistance, both intrinsic and acquired, are still far from being understood, 
but it is known that are complex and multifactorial. Thus, greater knowledge about such 
resistance would help to identify markers that could facilitate the prediction of the clinical 
response to the treatment and the use of alternative strategies. In this sense, the search for 
potential biomarkers that predict such resistance is a major challenge for analytical chemistry. 
Therefore, the main objective of the present dissertation is the development of new strategies to 
study potential biomarkers of cisplatin resistance and their application in cell models of ovarian 
cancer. The conducted studies have been focused on the evaluation of cellular methylation, 
developing strategies for its determination: i) through the DNA methylation level; ii) through the 
cellular methylation index (SAM/SAH) and iii) through the measurement of the activity of 
enzymes that catalyse the methyl transfer process. In addition, possible changes in copy 
number of one or more genes involved in cisplatin resistance with an alternative system to 
quantitative PCR have been also evaluated. The most important results of these studies are 
summarized below: 
o Development of methodologies by HPLC-VIS /UV and HPLC-ICP-MS for the separation 
and detection of DNA nucleotides that allow the quantification of global DNA methylation level 
as well as in promoter regions of genes related to cisplatin resistance. The HPLC-UV system 
was used for determining global DNA methylation level of DNA extracted from different human 
ovarian carcinoma cell lines sensitive and resistant to cisplatin respectively (A2780 and 
A2780cis) before and after treatment with the drug where significant differences were found. 
Similarly, in collaboration with Dr. L. M. Sierra from the Department of Genetics, the methylation 
level in the promoter regions of several genes was also analyzed: ERCC1, POLQ and ERCC4 
(involved in the process of apoptosis) and TP53, BAX, BCL-2 and CASP3 (involved in the repair 
of DNA damage induced by cisplatin) were studied in A2780 and A2780CIS. The obtained 
results showed changes in the methylation level for the promoter region of the ERCC1 gene. 
o Evaluation of strategies based on HPLC-UV, HPLC-ICP-MS and LC-MS / MS and 
critical comparison of all for the separation and quantification of S-adenosylmethionine (SAM) 
and S-adenosylhomocysteine (SAH). The methodology based on LC-MS / MS that provided 
better analytical characteristics was applied for the quantification of the SAM / SAH ratio in cell 
                                                                
 
 
 
cultures sensitive and resistant to cisplatin respectively (A2780 and A2780cis). The obtained 
results revealed that it was possible to establish a correlation between the rate of methylation 
(SAM / SAH) and the DNA methylation level in the same samples. 
o Design and application of a new analytical strategy that allows the study of the activity 
of the enzymes that catalyse the transfer of methyl groups to different biomolecules, particularly 
DNA. This methodology relies on the indirect measurement of the formation of 5-methylcytosine 
(5-mC) using the technique based on HPLC-UV previously developed.  
o Finally, the last potential biomarker of resistance that has been evaluated was the copy 
number variations of specific genes (CNVs) by developing an analytical methodology alternative 
to quantitative PCR. This methodology is based on the combination of the polymerase chain 
reaction with on column agarose gel electrophoresis and connected on line with inductively 
coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS-GE) for specific detection of 31P. The effect of 
cisplatin treatment on the variation of the number of copies of a model gene (POLQ) in the 
GM04312 cell line deficient in the NER system has been evaluated using this strategy. Finally, 
the developed methodology was optimized to allow amplification, separation and multiple 
quantification (multiplex PCR-MS) of four different genes related to cellular response to 
cisplatin. 
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RESUMEN 
 
El cisplatino se emplea para el tratamiento de una gran variedad de tumores 
sólidos entre los que se incluyen el cáncer de ovario, de vejiga y el cáncer de pulmón, 
siendo especialmente eficaz para el tratamiento del cáncer de testículo. 
Lamentablemente, casi el 50 % de los pacientes con cáncer presentan tumores que son 
resistentes al fármaco y, muchos de ellos, han desarrollado resistencia durante el curso 
del tratamiento a pesar de haber presentado una respuesta inicial positiva al mismo. En 
este sentido, se estima que la resistencia a la quimioterapia contribuye a más del 90% 
de las muertes por cáncer. Las causas de esta resistencia, tanto intrínseca como 
adquirida, aún están lejos de ser conocidas, pero sí se sabe que son complejas y 
multifactoriales.  De manera que un mayor conocimiento acerca de los mecanismos de 
dicha resistencia ayudaría a identificar los marcadores que podrían facilitar la predicción 
de la respuesta clínica al tratamiento. Lo que haría posible ajustar la terapia según la 
necesidad del paciente. En este sentido, la búsqueda de potenciales biomarcadores que 
predigan dicha resistencia y su determinación sensible en muestras biológicas 
constituye un gran desafío para la química analítica. 
Por todo ello, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral ha consistido en 
el desarrollo de nuevas estrategias para estudiar posibles biomarcadores de resistencia 
a cisplatino y su aplicación en el estudio de modelos celulares de cáncer de ovario. Los 
estudios realizados se han centrado en la evaluación de la metilación celular, 
desarrollando estrategias para su determinación a través de: i) grado de metilación del 
ADN; ii) índice de metilación celular (relación SAM/SAH) y iii) actividad de las enzimas 
que catalizan dicho proceso (metiltransferasas). Asimismo, se han evaluado cambios en 
el número de copias de uno o varios genes implicados en la resistencia al cisplatino con 
un sistema alternativo a la PCR cuantitativa. Los resultados más importantes de estos 
estudios se resumen a continuación: 
o Se han desarrollado metodologías de HPLC-VIS/UV y HPLC-ICP-MS para la 
separación y detección de los nucleótidos del ADN que permiten la cuantificación 
del nivel de metilación global del ADN, así como en regiones promotoras de 
genes relacionados con la resistencia a cisplatino. El sistema HPLC-UV se empleó 
para la determinación del nivel de metilación global de ADN extraído de 
diferentes líneas celulares de cáncer de ovario sensibles y resistentes a cisplatino 
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específica del 31P mediante ICP-MS (GE-ICP-MS). Empleando dicha estrategia se 
ha evaluado el efecto del tratamiento con cisplatino sobre la variación del 
número de copias de un gen modelo (POLQ) en la línea celular GM04312 
deficiente en el sistema de reparación del ADN por escisión de nucleótidos NER. 
Además, se ha optimizado la metodología desarrollada para permitir la 
amplificación, separación y cuantificación simultánea (PCR múltiple con GE-ICP-
MS) de cuatro genes distintos relacionados con la respuesta celular a cisplatino. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
SUMMARY 
 
Cisplatin is among the most widely used cytotoxic anticancer agents, treating a 
wide range of solid tumours including ovarian cancer, bladder cancer and lung cancer, 
being particularly effective for the treatment of testicular germ cell cancer. 
Unfortunately, almost 50 % of the tumours are resistant to the drug and many of them 
develop resistance during the course of treatment despite having presented a positive 
initial response to the drug. In this regard, it is estimated that the resistance to 
chemotherapy contributes to more than 90% of cancer deaths. The causes of this 
resistance, both intrinsic and acquired, are still far from being understood, but it is 
known that are complex and multifactorial. Thus, greater knowledge about such 
resistance would help to identify markers that could facilitate the prediction of the 
clinical response to the treatment and the use of alternative strategies. In this sense, the 
search for potential biomarkers that predict such resistance is a major challenge for 
analytical chemistry. 
Therefore, the main objective of the present dissertation is the development of new 
strategies to study potential biomarkers of cisplatin resistance and their application in 
cell models of ovarian cancer. The conducted studies have been focused on the 
evaluation of cellular methylation, developing strategies for its determination: i) 
through the DNA methylation level; ii) through the cellular methylation index 
(SAM/SAH) and iii) through the measurement of the activity of enzymes that catalyse 
the methyl transfer process. In addition, possible changes in copy number of one or 
more genes involved in cisplatin resistance with an alternative system to quantitative 
PCR have been also evaluated. The most important results of these studies are 
summarized below: 
o Development of methodologies by HPLC-VIS /UV and HPLC-ICP-MS for the 
separation and detection of DNA nucleotides that allow the quantification of 
global DNA methylation level as well as in promoter regions of genes related to 
cisplatin resistance. The HPLC-UV system was used for determining global DNA 
methylation level of DNA extracted from different human ovarian carcinoma cell 
lines sensitive and resistant to cisplatin respectively (A2780 and A2780cis) before 
and after treatment with the drug where significant differences were found. 
Similarly, in collaboration with Dr. L. M. Sierra from the Department of Genetics, 
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the methylation level in the promoter regions of several genes was also analyzed: 
ERCC1, POLQ and ERCC4 (involved in the process of apoptosis) and TP53, BAX, 
BCL-2 and CASP3 (involved in the repair of DNA damage induced by cisplatin) 
were studied in A2780 and A2780CIS. The obtained results showed changes in 
the methylation level for the promoter region of the ERCC1 gene. 
 
o Evaluation of strategies based on HPLC-UV, HPLC-ICP-MS and LC-MS / MS and 
critical comparison of all for the separation and quantification of S-
adenosylmethionine (SAM) and S-adenosylhomocysteine (SAH). The 
methodology based on LC-MS / MS that provided better analytical characteristics 
was applied for the quantification of the SAM / SAH ratio in cell cultures sensitive 
and resistant to cisplatin respectively (A2780 and A2780cis). The obtained results 
revealed that it was possible to establish a correlation between the rate of 
methylation (SAM / SAH) and the DNA methylation level in the same samples. 
 
o Design and application of a new analytical strategy that allows the study of the 
activity of the enzymes that catalyse the transfer of methyl groups to different 
biomolecules, particularly DNA. This methodology relies on the indirect 
measurement of the formation of 5-methyl-2´-deoxycytidine 5´-monophosphate 
(5-mdCMP) using the technique based on HPLC-UV previously developed.  
 
o Finally, the last potential biomarker of resistance that has been evaluated was 
the copy number variations of specific genes (CNVs) by developing an analytical 
methodology alternative to quantitative PCR. This methodology is based on the 
combination of the polymerase chain reaction with on-column agarose gel 
electrophoresis and connected on-line with inductively coupled plasma mass 
spectrometry (GE-ICP-MS) for specific detection of 31P. The effect of cisplatin 
treatment on the variation of the number of copies of a model gene (POLQ) in 
the GM04312 cell line deficient in the NER system has been evaluated using this 
strategy. Finally, the developed methodology was optimized to allow 
amplification, separation and multiple quantification (multiplex PCR-MS) of four 
different genes related to cellular response to cisplatin. 
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A.  INTRODUCCIÓN 
A.1 EL CÁNCER Y SU RELACIÓN CON EL CICLO CELULAR 
Según la Organización Mundial de la Salud (OMS) el cáncer (tumor maligno o 
neoplasia maligna), que se puede definir como un crecimiento incontrolado y excesivo 
de las células de un tejido que invaden y destruyen los tejidos sanos del organismo, es   
el responsable de al menos un 13 % de las muertes en todo el mundo. Estadísticas 
actuales indican que una de cada tres personas desarrollará algún tipo de cáncer 
durante su vida. Además, se estima que en 2030 habrá 23,4 millones de nuevos casos 
diagnosticados cada año.1,2 Los cánceres se pueden clasificar por su sitio primario de 
origen o por sus tipos histológicos o del tejido. Dependiendo del tejido al que afectan, 
los diferentes tipos de cáncer se pueden clasificar en carcinomas, sarcomas, mielomas y 
linfomas.  
Todos los procesos tumorales cancerosos tienen en común una división celular 
acelerada e incontrolada. Las células "normales" dejan de dividirse cuando entran en 
contacto con células similares, un mecanismo conocido como inhibición por contacto. 
Sin embargo, las células cancerosas pierden esta capacidad desequilibrándose el sistema 
de autorregulación que controla y limita la división celular.  
El proceso de división celular, ya sea en células normales o cancerosas, se realiza 
a través del ciclo celular (ver Figura 1) que se revisará brevemente a continuación y que 
consta de las siguientes fases: 
o Fase G1 (Gap 1): es la fase de crecimiento celular y reposo pos-mitótico.  En ella 
se produce la síntesis de ARN y proteínas. Es un periodo de crecimiento general 
y de duplicación de los orgánulos celulares citoplasmáticos.  
o Fase S (Síntesis): los cromosomas que contienen el código genético (ADN) se 
duplican para que ambas células nuevas tengan hebras iguales de ADN. Con la 
replicación del ADN, el núcleo contiene el doble de proteínas nucleares y de ADN 
que al principio. 
o Fase G2 (Gap 2): continúa la síntesis de proteínas y ARN. Comienza la 
condensación de los cromosomas en preparación para la división celular. 
4|INTRODUCCIÓN 
  
 
 
o Fase M (Mitosis): se produce la división celular, constituida por la mitosis 
(división del núcleo) y la citocinesis (división del citoplasma). La célula se 
divide en dos células hijas idénticas cada una de ellas con la mitad del ADN y 
estructuras celulares de la célula madre. 
 
Figura 1. Fases del ciclo celular 
Al final de la mitosis puede iniciarse un nuevo ciclo en G1 o puede que la célula 
entre en fase G0 (ver Figura 1) que corresponde a un estado de reposo especial 
característico de algunas células (como por ejemplo las neuronas), en el cual puede 
permanecer días, meses o años. Las células que se encuentran en el ciclo celular se 
denominan proliferantes y las que se encuentran en fase G0 se llaman células 
quiescentes. 
La regulación del ciclo celular se ejerce en tres puntos bien definidos, que 
dependen en su conjunto de las condiciones favorables ambientales (nutrientes, 
temperatura, sales) y de la presencia de los factores de crecimiento celular necesarios. 
Los dos puntos de control principales se sitúan en la interfase, concretamente en las 
transiciones de G1 a S y de G2 a M. El tercer punto se encuentra en plena mitosis. 
Gracias a este triple control, las células solo inician una nueva fase de división cuando se 
han cumplido las condiciones necesarias en cada punto y se ha finalizado la fase 
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anterior. Cada punto de control funciona a modo de “freno” de la etapa previa. 
Cualquier circunstancia anormal en uno de ellos hace cesar la división. La pérdida de 
estos controles conduce a que muchas células continúen el ciclo celular aún en 
condiciones en las que no deberían hacerlo, como por ejemplo cuando tienen su ADN 
dañado. Esto puede producir una proliferación descontrolada de células que resulta en 
el origen del tumor. 
El sistema de control depende de ciertos grupos de genes y de las proteínas y 
enzimas que éstos codifican:  
1. Genes que codifican proteínas para el ciclo: como por ejemplo enzimas y 
precursores de la síntesis de ADN. 
2. Genes que codifican proteínas que regulan positivamente el ciclo (proto-
oncogenes). Las proteínas que éstos codifican activan la proliferación celular para que 
las células pasen a la fase S. Algunos de estos genes codifican las proteínas del sistema 
de ciclinas y de quinasas dependientes de ciclinas.  
3. Genes supresores de tumores o antioncogenes. Son genes que codifican 
proteínas que regulan negativamente el ciclo. Estos genes regulan el ciclo evitando que 
la mitosis continúe si se ha producido una alteración del proceso normal. Entre estos 
genes se encuentran los que codifican: productos que evitan mutaciones de genes 
reguladores del ciclo, proteínas que inactivan las quinasas dependientes de ciclinas por 
fosforilación/desfosforilación, proteínas inhibidoras del ciclo (p.ej., p53) y proteínas que 
inducen la salida del ciclo hacia un estado celular diferenciado o hacia la apoptosis. 
El descubrimiento de la relación entre distintos procesos neoplásicos y las 
alteraciones en algunos genes, especialmente aquellos con un papel clave en el control 
del ciclo celular, ha permitido comprender la trascendencia y los mecanismos de 
funcionamiento de este control. Distintas alteraciones en las proteínas que regulan el 
ciclo celular pueden provocar la división incontrolada, dando lugar a una proliferación 
celular desmedida con acumulación de anomalías genéticas y fisiológicas en las células, 
que pasan a constituir el tumor. Entre los múltiples genes supresores de tumores el más 
estudiado es el p53 o TP53, también conocido como guardián del genoma. 
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Aproximadamente el 50% de los tumores humanos presentan mutaciones en el gen p53 
(denominado así porque codifica una proteína cuya masa molecular es de 53 KDa). El 
carácter oncosupresor del gen p53 se debe a las funciones de la proteína normal 
sintetizada, que consisten en inducir la apoptosis y actuar como freno en el punto de 
control G1/S (ver Figura 2). La concentración de la proteína p53 en células normales es 
baja, por lo que sólo adquiere relevancia en situaciones especiales. Además, la proteína 
p53 provoca la apoptosis cuando las lesiones del ADN son imposibles de reparar, bien 
sea por su extensión o por defectos en los sistemas de reparación. Se elimina así la 
probabilidad de que se transmita el ADN gravemente alterado (con gran número de 
mutaciones, con reorganizaciones cromosómicas, etc.).3 
 
Figura 2. Respuesta de la proteína p53. Figura editada de la referencia 3 
A.2 TRATAMIENTOS DEL CÁNCER: QUIMIOTERAPIA  
Existen diferentes tipos de tratamientos para el cáncer, siendo los más 
ampliamente empleados: cirugía, radioterapia, quimioterapia, inmunoterapia, terapia 
dirigida, terapia hormonal y el trasplante de células madre. En la presente Tesis nos 
centraremos en la quimioterapia. El término quimioterapia o “tratamiento químico” 
establecido por Paul Ehrlich en 1900, se refiere al empleo de sustancias químicas 
(fármacos) para matar bacterias, hongos, virus y células. Sin embargo, el término se 
suele utilizar a nivel coloquial para describir el tratamiento del cáncer por vía 
farmacológica (quimioterapia antineoplásica). Es decir, el empleo de fármacos para 
destruir las células cancerosas o frenar su crecimiento. De manera que la eficacia de la 
quimioterapia va a depender de su capacidad para detener la división celular que se 
mostró en la sección anterior. Normalmente, los fármacos actúan dañando el ARN o el 
p53
Detención ciclo celular Reparación ADN Apoptosis Senescencia
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ADN que indica a la célula cómo realizar una copia de sí misma en la división (fase G1), 
consiguiendo que dichas células mueran al no poder dividirse. Cuanto más rápido se 
dividan las células, habrá más probabilidades de que la quimioterapia las destruya y el 
tumor reduzca su tamaño. Además, estos fármacos inducen muerte celular programada 
o apoptosis, lo que se explicará ampliamente en la sección A.2.2.2. 
Los fármacos de quimioterapia que destruyen las células sólo durante la división 
celular se denominan específicos al ciclo celular mientras que los fármacos que 
destruyen a las células cancerosas durante la fase de reposo se denominan no 
específicos al ciclo celular. La programación de la quimioterapia se realiza sobre la base 
del tipo de células, la velocidad con que se dividen y el momento en que un fármaco 
determinado probablemente sea eficaz. Es por esta razón que la quimioterapia, 
normalmente, se administra en ciclos, pudiendo aplicarse al paciente de distintas 
formas, siendo las más comunes: 
o Oral: administrándose en pastillas, cápsulas o líquidos que se toman. 
o Intravenosa: la quimioterapia se administra en vena. 
o Inyección: se da por una inyección en un músculo del brazo, muslo o cadera, o 
directamente bajo la piel en la parte grasa del brazo, la pierna o el vientre. 
o Intratecal: la quimioterapia se inyecta en el espacio entre las capas de tejido que 
cubren el cerebro y la médula espinal. 
o Intraperitoneal: se administra directamente en la cavidad peritoneal, que es la 
parte del cuerpo que contiene los órganos como los intestinos, estómago e hígado. 
o Intraarterial: se inyecta directamente en la arteria que va al cáncer. 
o Tópica: en este caso la quimioterapia consiste en una crema que se aplica sobre la 
piel. 
Es difícil asignar una fecha al comienzo del tratamiento del cáncer con fármacos 
ya que desde la antigüedad se llevan empleando preparados a bases de hierbas y otras 
sustancias. Se cree que la historia del concepto de quimioterapia del cáncer tiene por lo 
menos 1500 años. Hubo un particular interés en ella y es mucho lo que se ha escrito 
sobre el tema durante el Renacimiento. La mayoría de los tratamientos utilizados en 
aquella época contenían metales como arsénico, plata, zinc, antimonio, mercurio o 
bismuto. De este grupo de agentes, el arsénico es el que tuvo mayor actividad 
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antitumoral, ya que mucho más tarde, en 1865, Lissauer demostró que el arseniato de 
potasio tenía un efecto sistémico contra las leucemias crónicas.4 El uso de sales de 
plomo estuvo de moda en la primera parte de este siglo, pero fue muy poco lo que se 
logró en concreto.5 
Sin embargo, en la década de 1890 se sentaron las bases para el desarrollo del 
tratamiento del cáncer en el siglo XX. El descubrimiento de los rayos X en 1895 por 
Roentgen junto con el descubrimiento del radio por Marie y Pierre Curie, llevó no solo a 
la radioterapia como forma de tratamiento del cáncer sino también al desarrollo de 
fármacos anticancerígenos que trataban de imitar el efecto que provocaba la radiación 
al dañar el ADN.  En 1896, George Beaton descubrió que el crecimiento del cáncer de 
mama podía ser detenido por la extirpación de los ovarios, lo cual indicó que el 
crecimiento de las células cancerosas en el cuerpo podría estar influenciado por factores 
externos. Este hecho proporcionó la base para las estrategias de tratamiento del cáncer, 
llevando al empleo de agentes externos que influían sobre la regulación del crecimiento 
de las células cancerosas. Posteriormente, en 1898, William Coley demostró que la 
administración de un extracto bacterial (esterilizado haciéndolo pasar por un filtro de 
porcelana) a pacientes con cáncer, provocaba regresiones de linfomas y sarcomas, 
indicando que la activación del sistema de defensa del cuerpo podía proporcionar una 
estrategia para el tratamiento del cáncer. 6  
El primer fármaco práctico para el tratamiento del cáncer se descubrió de 
manera accidental. Tal descubrimiento fue el resultado de la guerra. Durante la Primera 
Guerra Mundial se observó que los soldados morían por causa de aplasia de la médula 
ósea debido a la exposición al azufre del gas mostaza (ver Figura 3).7,8  Estos hechos en 
combinación con los estudios farmacológicos realizados durante la Segunda Guerra 
Mundial, sobre las mostazas nitrogenadas que mostraban graves daños en los órganos 
linfoides y en la médula ósea,  permitieron establecer que podían producir importantes 
efectos terapéuticos, lo que llevó a ensayos clínicos en pacientes con linfoma.9,10 
Siguiendo estos estudios sobre las mostazas nitrogenadas simples, los químicos 
desarrollaron derivados sintéticos mejorados tales como el clorambucilo y el melfalan 
cuyas estructuras se muestran en la Figura 3.6 
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Por otro lado, la identificación de vitaminas de pequeño peso molecular fue un 
gran logro bioquímico en la parte temprana del siglo XX. La elucidación estructural y 
cristalización del ácido fólico en 1946 permitió, junto con otras vitaminas, estudiar el 
efecto sobre un gran número de enfermedades. Inesperadamente, la administración de 
ácido fólico y sus derivados glutamilados a pacientes con leucemia resultó en un 
incremento del crecimiento del tumor. Mientras se investigaba el efecto del uso de 
dietas bajas en folato, el desarrollo de un antagonista del ácido fólico, la aminopterina 
(actualmente conocida como metotrexato) proporcionó grandes avances en el 
tratamiento de la leucemia aguda en niños.11  
 
Figura 3. Estructura de los compuestos: a) gas mostaza, b) clorambucilo y c) melfalan 
Estos dos tipos de fármacos tan dispares (mostazas nitrogenadas y antagonistas 
del ácido fólico) proporcionaban actividad biológica similar, que resultó que estaba 
asociada a que ambas especies producían daños en el ADN. En este sentido, el 
descubrimiento en 1953 por James Watson y Francis Crick de la estructura del ADN de 
doble hebra, tuvo un gran impacto en el desarrollo de nuevas estrategias para el 
tratamiento del cáncer. Se descubrió que las mostazas nitrogenadas reaccionaban 
químicamente con el ADN12. Los estudios realizados con aminopterina indicaron que 
ésta interrumpía la biosíntesis del ADN, de manera que también causaba daño al ADN. 
En las dos siguientes décadas hubo un desarrollo masivo de nuevos fármacos que 
afectaban a la integridad del material genético de las células con, aproximadamente, un 
nuevo fármaco con aplicación clínica cada dos años. En la Tabla 1 se muestra un resumen 
de esos fármacos que revolucionaron el tratamiento de diferentes tipos de de cáncer. 
Respecto al cisplatino, objeto de estudio en la presente Tesis Doctoral, 
históricamente fue sintetizado por primera vez por Michel Peyrone en 1845 y se conocía 
como cloruro de Peyrone, siendo su estructura dilucidada por Werner en 1893. Pero fue 
en 1965 cuando Barnett Rosenberg descubrió de forma accidental que la electrólisis de 
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un electrodo de platino sumergido en una disolución tampón de cloruro amónico 
producía cisplatino, que inhibía la división celular de la bacteria Escherichia coli. La 
bacteria alcanzaba hasta 300 veces su tamaño, pero era incapaz de dividirse. Tras estos 
resultados Rosenberg decidió investigar la actividad anticancerígena de los compuestos 
de coordinación del platino sobre sarcomas implantados de forma artificial en ratas. 
Dicho estudio reveló que el cisplatino era uno de los compuestos más efectivos a la hora 
de tratar el cáncer en humanos y su uso clínico fue aprobado por la American Food and 
Drug Administration (FDA) de EE.UU. en 1978 y comercializado por Bristol-Myers Squibb 
con el nombre de Platinol®, llegando a ser uno de los tratamientos con mejores 
resultados y más usados en quimioterapia en la actualidad para el tratamiento de 
numerosos tipos de cánceres (linfomas, sarcomas, carcinomas y tumores de las células 
germinales). 
Tabla 1. Orden cronológico de aparición de distintos agentes quimioterapéuticos 
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A.2.1 El cisplatino como fármaco antitumoral: introducción 
El cisplatino o cis-diaminodicloroplatino (II) (CDDP) se emplea para el 
tratamiento de una gran variedad de tumores sólidos13 entre los que se incluyen el 
cáncer de ovario, de vejiga, cervical, gástrico, de mama, de cabeza y cuello y el cáncer 
de pulmón,14 siendo especialmente eficaz para el tratamiento del cáncer de testículo 
con una cura de entre el 90-100% cuando el tumor se descubre en una etapa 
temprana.15,16 
Dentro de los diferentes fármacos antineoplásicos el cisplatino pertenece al 
grupo de compuestos capaces de formar complejos con el ADN (aductos) que se 
describirán en detalle más adelante. Estos aductos conducen a errores de transcripción 
del ADN y a la imposibilidad de separación de las dos cadenas para llevar a cabo la 
replicación. Son fármacos que alcanzan su mayor nivel de actividad en las fases G1 y S 
del ciclo celular.17  
El cisplatino es un complejo de coordinación neutro de estructura plano-
cuadrada con un átomo central de platino (II) unido a dos átomos de cloro y dos 
moléculas de amoniaco en posición cis (ver Figura 4). Los enlaces covalentes 
coordinados del platino con el nitrógeno son virtualmente irreversibles, pero en cambio 
sus uniones con ligandos cloruro, en medio acuoso y bajo determinadas condiciones de 
pH y temperatura, son extremadamente lábiles.  
 
Figura 4. Estructura química del cisplatino 
De esta manera, se producen fácilmente reacciones de hidrólisis en medio 
acuoso con formación de acuo(hidroxi) derivados. Estos acuo(hidroxi) complejos son 
sumamente reactivos, con fuerte tendencia a sustituir las moléculas de agua por otros 
ligandos nucleofílicos con átomos de azufre o nitrógeno donadores de electrones, por 
los que el Pt(II) tiene gran afinidad. Un buen ejemplo de estas moléculas donadoras son 
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las bases nitrogenadas de los ácidos nucleicos, lo cual es un hecho clave para que el 
cisplatino actúe como agente antineoplásico mediante su interacción con el ADN.  
En este sentido, el principal mecanismo de acción del CDDP se inicia mediante la 
activación del complejo en el medio intracelular por sustitución secuencial de cada uno 
de los dos ligandos cloruro por moléculas de agua, y posterior unión de manera 
covalente al ADN generando los denominados aductos cisplatino-ADN. Dicha 
interacción activa inmediatamente varias rutas de señalización intracelular con el 
objetivo de reconocer el daño generado en el ADN, repararlo mediante la detención del 
ciclo celular o iniciar la muerte celular o apoptosis.18 Estos aductos generan, además, 
distorsiones en la doble hebra del ADN, y son reconocidos por diversas proteínas 
celulares19, algunas de las cuales están involucradas en los sistemas de reparación del 
ADN (como se discutirá más adelante). 
El descubrimiento del cisplatino y de sus propiedades antitumorales propició la 
apertura de la actividad enfocada a la búsqueda de fármacos antitumorales al campo de 
la química inorgánica, ya que hasta entonces había estado limitada a los dominios de la 
química orgánica y de los productos naturales. Estos estudios llevaron a la síntesis y 
evaluación biológica de numerosos compuestos análogos del cisplatino20, así como una 
investigación a fondo de otros elementos próximos en la tabla periódica que incluyen 
una gran variedad de complejos de Ru y de Au 21 ; y metalocenos de Ti, Nb, Mo y Re.22 A 
principios de los años 1980 la investigación se centró en el desarrollo de derivados del 
CDDP con el fin de obtener una terapia basada en complejos de platino más segura para 
los pacientes, en particular reduciendo o eliminando los efectos de toxicidad (que se 
discutirán posteriormente) y/o proporcionando una posible administración oral del 
farmaco. Además, también se intentaba superar la resistencia del tumor al cisplatino, 
tanto la resistencia intrínseca (observada en pacientes con cáncer de próstata, pulmón 
o mama), como la resistencia adquirida después de una terapia de varios ciclos con 
cisplatino (como ocurre por ejemplo con pacientes con cáncer de ovario). 
Sin embargo, a pesar de los problemas de toxicidad y resistencia asociados al 
tratamiento con cisplatino, aún sigue empleándose en casi la mitad de las terapias 
antitumorales, poniendo de manifiesto su relevancia y su carácter todavía 
INTRODUCCIÓN |13 
 
 
 
insustituible.23 Hoy en día, se emplea en combinación con otros fármacos 
antineoplásicos: inhibidores de la topoisomerasa II (mitomicina, doxorrubicina, 
etopósido, bleomicina y epirubicina), mostazas (melfalán, ciclofosfamida e ifosfamida), 
antimetabolitos (gemcitabina, 5-fluorouracilo y metotrexato), alcaloides de la vinca 
(vinblastina y vinorelbina) y taxols (paclitaxel).24 En la Figura 5 se muestran las 
estructuras de los compuestos más empleados en combinación con el cisplatino. 
 
Figura 5. Estructuras de algunos compuestos empleados actualmente en combinación con 
cisplatino: a) docetaxel, b) leucovorina, c) 5-fluorouracilo, d) melfalan, e) doxorrubicina y f) 
vinblastina. 
A.2.2 Mecanismo de acción del cisplatino 
A.2.2.1  Administración y reactividad del cisplatino 
El cisplatino se administra por vía intravenosa en disolución de suero salino en 
una dosis que oscila entre 20 y 140 mg m-2 (calculado sobre el área superficial corporal 
del paciente). Tras la entrada del cisplatino al organismo y su incorporación al torrente 
sanguíneo la principal ruta de excreción del fármaco ocurre a través de la orina, 
mediante ultrafiltración renal del fármaco libre. La vida media para la fase rápida de 
eliminación del cisplatino en plasma es de 30 min.  El cisplatino no excretado 
interacciona con biomoléculas y se transporta a través de la sangre por el organismo 
produciéndose una acumulación especialmente elevada en hígado, riñón y próstata, y 
en menor extensión, en intestino, corazón y cerebro.25  
Para explicar los procesos de transporte, acumulación, eliminación y su 
capacidad de interacción con biomoléculas, hemos de estudiar la reactividad del 
a) b) c)
d) e) f)
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cisplatino. El CDDP consta de dos ligandos “fijos” (NH3) y dos ligandos lábiles (Cl-), siendo 
estos últimos susceptibles a ser sustituidos por otros con cierta facilidad. De manera que 
el cisplatino puede experimentar, como ya se ha comentado,  reacciones de hidrólisis 
en medio acuoso, intercambiando los Cl- por moléculas de agua, tal y como se muestra 
en el esquema de la Figura 6.  
 
Figura 6. Etapas del proceso de hidrólisis del cisplatino. La reacción del cisplatino (1) con una 
molécula de agua, con la consiguiente pérdida de un Cl-, da lugar al derivado monoacuo (2). A su vez, 
la especie monoacuo está en equilibrio con el correspondiente monohidroxo-derivado (4). 
Posteriormente, se produce el intercambio del ligando Cl- restante por una segunda molécula de 
agua, dando lugar al diacuo-complejo (3) que está en equilibrio con los correspondientes 
monohidroxo (5) y dihidroxo (6) complejos. 
 
Numerosos estudios han examinado la hidrólisis del cisplatino a diferentes pHs, 
concentración de cloruro y a diferentes temperaturas con el objetivo de determinar las 
proporciones relativas de las especies de hidrólisis presentes a concentraciones altas y 
bajas de cloruro26,27 como se muestra en la Tabla 2. 
El Pt (II) tiene gran tendencia a coordinarse a ligandos que tengan en su 
estructura átomos dadores de electrones como S, Se, P, As y N. Así, en el caso de las 
proteínas es de esperar que el Pt (II) presente una gran afinidad, principalmente, por los 
grupos tiol presentes en cisteínas, los grupos tioéteres de las metioninas y los grupos 
imidazol de las histidinas. Dado que el H2O es un ligando más lábil que el OH- y el Cl-, las 
especies más reactivas de cisplatino con los bioligandos serán los acuocomplejos (ver 
INTRODUCCIÓN |15 
 
 
 
Figura 6) frente a los hidroxocomplejos o al cisplatino intacto. Por tanto, es de esperar 
que el Pt pueda coordinarse de forma bidentada, cuando el entorno lo haga posible, a 
los ligandos biológicos, manteniendo sus dos ligandos NH3. 
Tabla 2. Porcentaje de cada una de las especies formadas en la hidrólisis del cisplatino a pH 7,4 y 
concentraciones altas (100mM) y bajas (4 mM) de cloruro. 
     
aIdentificación del compuesto en la Figura 6 
En este sentido, tras la administración del CDDP, éste entra en el torrente 
sanguíneo, donde la concentración de iones cloruro es elevada (~100 mM) y con un pH 
~7,4; lo que impide la hidrólisis de la molécula. Sin embargo, el CDDP es capaz de 
reaccionar con las proteínas que se encuentran en sangre, particularmente con aquellas 
que contienen cisteínas como la albúmina. De hecho, 24 horas después de la 
administración del fármaco, entre un 65-98% del cisplatino está unido a las proteínas de 
la sangre.28 Diversos estudios demuestran la unión del CDDP con diferentes proteínas 
de la sangre como la hemoglobina29, la albúmina30 y la transferrina31. Sin embargo, el 
papel exacto que poseen los aductos CDDP-proteína aún no se ha elucidado. Se ha 
postulado que además de una inactivación del fármaco, la unión del cisplatino a las 
proteínas podría ser la causa de diversos efectos secundarios. Pero, por otro lado, 
también está claro que la formación de aductos Pt-proteína compite con la formación 
de los aductos Pt-ADN y pueden reducir la eficacia de los agentes antitumorales. 
Tras la distribución del cisplatino por el organismo a través de la sangre, este es 
capaz de penetrar en las células para ejercer su actividad antitumoral. El mecanismo de 
Compuestoa
[Cl-]
100 mM
[Cl-]
4 mM
1 68 3
2 7 5
3 <1 <1
4 24 30
5 <1 28
6 <1 35
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entrada a la célula no está completamente dilucidado. Se cree que los complejos de 
platino neutros (como el cisplatino) pueden entrar a la célula mediante difusión pasiva 
a través de la membrana lipídica, pero gran parte del CDDP podría entrar y salir de la 
célula mediante diversos transportadores, incluyendo mecanismos de transporte activo 
dependientes de ATP, siendo identificadas una gran variedad de proteínas con dicha 
acción transportadora (ver Figura 7).  
 
Figura 7. Diagrama esquemático de los mecanismos que afectan y controlan la acumulación 
celular de cisplatino. Adaptada de la referencia 32. 
 
Entre los transportadores propuestos destacan los transportadores de cationes 
orgánicos (Organic cation transporters, OCT),33,34 la proteína transportadora de cobre 
CTR1 (Copper transport protein 1),35,36 un proceso dependiente de sodio37 que todavía 
no ha sido identificado;  así como rutas endocíticas (en particular macropinocitosis). Una 
vez en el interior celular, el cisplatino se encuentra en un medio donde los niveles de Cl- 
se ven reducidos considerablemente, aproximadamente 5-50 mM. De esta forma, el 
equilibrio de hidrólisis del cisplatino está considerablemente desplazado hacia las 
formas hidrolizadas (como se mostró en la Figura 6). En las condiciones fisiológicas 
citoplasmáticas, los productos predominantes de hidrólisis son el derivado 
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monohidroxilado y el derivado monohidroxi-monoacuo. Estas especies son altamente 
reactivas, con una fuerte tendencia a sustituir las moléculas de agua por otros ligandos 
nucleofílicos, de manera que en el interior de la célula el cisplatino es capaz de 
reaccionar con diferentes nucleófilos intracelulares. En este sentido, una vez en el 
interior de la célula, el CDDP puede ser desactivado por (ver Figura 7): a) la unión al 
grupo tiol de proteínas como las metalotioneinas (MT)38 , o por formación de complejos 
con el grupo tiol del glutation reducido (GSH)39 y el complejo formado (GS-Pt) ser 
eliminado de la célula mediante proteinas transportadoras de membrana como las 
MRP1-5 (Multidrug resistance-associated proteins); b)  eliminación celular mediante los 
transportadores de cobre, proteínas ATPasas,  ATP7A y ATP7B40 (a través de secuestro 
vesicular); y c) eliminación celular a través de los melanosomas en células de melanoma 
que atrapan el fármaco de platino y son, posteriormente, exportados de las células. 
Todos estos procesos aparecen recogidos de manera esquemática en la Figura 7.  
El ADN, como ya se comentó, es la principal diana farmacológica del cisplatino, 
con el que forma aductos. De manera que tras la hidrólisis del cisplatino en el interior 
celular, los acuocomplejos formados reaccionan con el ADN, coordinándose el platino a 
través, fundamentalmente, del nitrógeno en la posición 7  (N7) del anillo imidazol de la 
guanina y de la adenina de los correspondientes nucleótidos del ADN (2´-
desoxiadenosina 5´-monofosfato, dAMP, y  2´-desoxiguanosina 5´-monofosfato, dGMP,  
que se muestran en la Figura 8) ya que son los átomos con mayor densidad electrónica 
y más accesibles al ataque electrofílico del cisplatino. Además, la coordinación está 
especialmente favorecida con las guaninas situadas en el surco mayor de la doble hélice 
del ADN. 
 
Figura 8. Estructuras de: A) 2´-desoxiadenosina 5´-monofosfato (dAMP) y B) 2´-
desoxiguanosina 5´-monofosfato (dGMP). 
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El resultado final de estas interacciones de los acuocomplejos del platino con las 
bases nitrogenadas del ADN es la formación de diferentes aductos bidentados, tanto 
intracadena como intercadena, que se resumen en la Figura 9. Mediante estudios 
basados en difracción de rayos X y resonancia magnética nuclear (RMN) se ha 
confirmado que el aducto mayoritario, que supone un 65% del total, es el aducto 
formado por la coordinación del Pt con dos guaninas adyacentes dentro de la misma 
cadena de ADN (enlaces cruzados 1,2-intracadena), cis-1,2-[Pt(NH3)2]2+-d(GpG), y un  25 
% lo constituyen los aductos correspondientes a enlaces cruzados 1,2-intracadena con 
una adenina y una guanina adyacentes, cis-1,2-[Pt(NH3)2]2+-d(ApG).  
Otros aductos minoritarios que se pueden llegar a formar son los 
correspondientes a enlaces cruzados 1,3-intracadena con dos guaninas no adyacentes, 
cis-1,3-[Pt(NH3)2]2+-d(GpXpG), (X es otro nucleótido distinto de la guanina) que 
representan un 5-10% del total; siendo solo un 2-3% del total los aductos formados con 
dos guaninas de cadenas distintas del ADN (aductos intercatenarios) (ver Figura 9).  
 
Figura 9. Principales aductos formados por el cisplatino con el ADN 
En cualquier caso, la consecuencia final de la formación de aductos es la 
distorsión de  la doble hélice del ADN lo que causa la interrupción de procesos celulares 
como la replicación y la transcripción del ADN, la detención del ciclo celular en la fase 
G2 y la muerte celular (generalmente por apoptosis). 
Por tanto, el potencial citotóxico del CDDP depende tanto del flujo de entrada 
como del de salida del fármaco de la célula, de su potencial inactivación intracelular y 
de su eficacia de unión con el ADN. Debido a todos esos procesos, algunos estudios han 
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puesto de manifiesto que sólo un 1 % del cisplatino intracelular interacciona finalmente 
con el ADN.41 
A.2.2.2 Muerte celular asociada a cisplatino 
El cisplatino induce dos tipos diferentes de muerte celular, necrosis y apoptosis, 
dependiendo de la cantidad de daño producido en el ADN, lo cual está relacionado con 
la cantidad de cisplatino a la que se ha expuesto a la célula.42 Sin embargo, la presencia 
al mismo tiempo de necrosis y apoptosis indica que el tipo de muerte celular no es 
únicamente dependiente de la dosis sino de características celulares intrínsecas y de 
estados energéticos de cada célula en el momento del tratamiento. De hecho, se 
considera que el nivel intracelular de ATP puede dictaminar si la célula muere mediante 
necrosis o apoptosis.43 
La necrosis, es un modo de muerte celular totalmente opuesto a la apoptosis 
donde la degeneración es pasiva sin requerimiento de energía en forma de ATP y se 
trata de un proceso desordenado. Aparece frecuentemente como consecuencia de un 
daño traumático o por la exposición a toxinas. En este caso, la célula se hincha al tomar 
incontroladamente agua del exterior provocando la lisis de la membrana celular, 
liberándose el contenido citoplasmático (ver Figura 10). Los orgánulos también se 
hinchan en lugar de condensarse como ocurre en el caso de la apoptosis. Este fenómeno 
conduce a las células vecinas también hacia la muerte, atrayendo, al mismo tiempo, a 
las células inflamatorias, lo que hace que en las áreas donde se observan células 
necróticas sea frecuente encontrar nuevas células que desarrollan este tipo de muerte 
celular, además de originar una reacción de inflamación y una cicatriz fibrosa que 
deforma el tejido y el órgano afectado. 
Por otro lado, el término apoptosis o muerte celular programada se refiere a un 
proceso por el cual las células mueren de una forma controlada en respuesta a diversos 
estímulos. En este proceso, las células se autodestruyen sin desencadenar reacciones de 
inflamación ni dejar cicatrices en los tejidos. Por tanto, este tipo de muerte celular se 
considera como un proceso fisiológico natural, resultando en un mecanismo de 
eliminación de células no deseadas, dañadas o desconocidas y que desempeña un papel 
protector frente a posibles enfermedades. 
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Figura 10. Diferencias entre apoptosis y necrosis 
Durante el proceso de apoptosis la morfología de la célula sufre una serie de 
cambios (ver Figura 10). En primer lugar, las células pierden los contactos que mantenían 
con las células del entorno soltándose del tejido. La cromatina se condensa en la 
periferia nuclear, los nucleótidos se desintegran y se reduce el tamaño del núcleo. El 
volumen celular total se reduce, la célula se encoge y se hace más densa, los orgánulos 
citoplasmáticos se condensan y el retículo endoplasmático se dilata. La membrana 
plasmática empieza a presentar “ampollas” (blebs) en su superficie, observándose un 
ligero y sensible aumento en su permeabilidad. Estas irregularidades membranosas 
pueden llegar a dividir a la célula dando lugar a los llamados cuerpos apoptóticos, que 
pueden contener en su interior orgánulos enteros condensados, o morfológicamente 
normales, además de restos del ADN. Las células que están muriendo por apoptosis se 
encargan de señalizar el hecho de que se están suicidando a sus alrededores con la 
finalidad de que los cuerpos apoptóticos sean reconocidos y fagocitados por los 
macrófagos. Dicha señalización la realizan de dos formas: la primera consiste en un 
cambio en la composición fosfolipídica de la membrana celular y la segunda consiste en 
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la liberación de citoquinas proinflamatorias. Finalmente, los cuerpos apoptóticos son 
rápidamente fagocitados y degradados en los lisosomas de los macrófagos. 
Las diferencias entre apoptosis y necrosis (ver Figura 10) son críticas en la 
observación del desarrollo de los tratamientos clínicos. La naturaleza controlada de la 
vía apoptótica permite la intervención o interrupción en la progresión de las 
enfermedades degenerativas. Sin embargo, en los casos de necrosis, el daño celular es 
irreversible e imparable. 
Además, un factor que puede llevar a la muerte celular y que puede condicionar 
entre la muerte por apoptosis o necrosis es el incremento de la oxidación intracelular. 
Dicho incremento puede ocurrir debido a la acción de agentes externos (p.ej., el 
peróxido de hidrógeno) o a la disminución de la concentración de moléculas 
antioxidantes, al hacer que la célula no sea capaz de hacer frente a la producción normal 
de especies reactivas de oxígeno (Reactive Oxygen Species, ROS).44 En este sentido, 
diversos estudios muestran que la disminución del contenido intracelular de GSH desvía 
la muerte celular desde apoptosis a necrosis en aquellas células tratadas con 
cisplatino.45,46 Sin embargo, la oxidación excesiva puede también suprimir la apoptosis 
mediante otros mecanismos como es la inhibición de las caspasas.47,48 
El conocimiento de las condiciones que desencadenan una forma u otra de 
muerte celular inducida por el cisplatino conllevaría implicaciones importantes para la 
eficacia de la quimioterapia.49-51 Así como conocer los mecanismos que desencadenan 
la necrosis celular podría ayudar sustancialmente a mejorar el perfil fármaco-
toxicológico del cisplatino.52,53 
A.2.2.3 Mecanismos de reparación del ADN dañado por cisplatino 
Es importante tener en cuenta que, tras la modificación del ADN provocada por 
el cisplatino, no todas las células mueren si no que en muchos casos los sistemas de 
reparación celular actúan para reconocer el daño y repararlo de manera que la célula 
pueda seguir viviendo, lo que significa un fracaso del tratamiento. Por tanto, el 
conocimiento de estos mecanismos de reparación del ADN proporciona pistas 
esenciales para entender la respuesta celular al tratamiento con cisplatino y poder así 
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mejorar la eficacia de las terapias. Existen distintos mecanismos de reparación del ADN, 
siendo el sistema de reparación por escisión de nucleótidos (Nucleotide Excision Repair, 
NER) el principal mecanismo mediante el cual los aductos intracatenarios de cisplatino 
son eliminados del ADN; aunque la reparación por recombinación homóloga 
(Homologous Recombination Repair, HRR) también puede participar en dicha 
eliminación. En el caso de los aductos intercatenarios se requiere la actuación 
coordinada de los sistemas NER y HRR; así como del mecanismo de reparación por 
síntesis de translesión (Translesion Synthesis, TLS).54 A continuación, se procede a 
resumir los aspectos básicos de estos sistemas de reparación. 
Reparación por escisión de nucleótidos (NER): es el principal mecanismo mediante el 
cual se eliminan los aductos de cisplatino del ADN. Es un mecanismo complejo en el que 
intervienen más de 20 proteínas diferentes que reconocen y reparan cualquier lesión o 
daño que genere una distorsión en la doble hélice del ADN. El proceso comienza con el 
reconocimiento de la lesión (ver Figura 11) por unión de proteínas componentes del 
complejo de reparación, con consumo de ATP y apertura de la doble hélice. De manera 
que, en la fase de incisión, un complejo proteico que incluye endonucleasas hidroliza 
los enlaces fosfodiéster de los nucleótidos de la hebra lesionada a ambos lados de la 
lesión y en puntos que se encuentran separados entre sí por 23-29 nucleótidos. La 
peculiaridad de cortar sólo una de las hebras y en dos puntos separados entre sí la 
distingue de otras nucleasas, por lo que se denomina escinucleasa. 
Seguidamente, una helicasa desenrolla el fragmento de ADN de cadena sencilla 
(oligonucleótido) que contiene la lesión y favorece su eliminación. A continuación, en la 
fase de síntesis de reparación, una ADN polimerasa (las polimerasas δ y ε) se encarga 
de rellenar el hueco formado que, finalmente, se sella por acción de una ADN ligasa (ver 
Figura 11). 
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Figura 11. Representación esquemática del sistema de reparación por escisión de nucleótidos 
(NER) 
A pesar de que el mecanismo NER reconoce los tres tipos fundamentales de 
enlaces cruzados intracadena inducidos por el cisplatino, los aductos intracatenarios cis-
1,3-[Pt(NH3)2]2+-d(GpXpG) se eliminan con mayor eficacia que los 1,2-intracatenarios, lo 
que explica que éstos últimos sean los responsables de las lesiones citotóxicas 
producidas por el cisplatino.55,56  
Reparación por apareamiento erróneo (MMR): este   proceso repara los apareamientos 
erróneos de bases (bases no complementarias) que se han introducido en la secuencia 
del ADN durante la replicación.57 Para ello, ciertas proteínas (complejos proteicos Mutsα 
y MutSβ) reconocen y se unen al sitio de apareamiento erróneo. Posteriormente, otro 
complejo proteico (MutL) genera una ruptura de la hebra que contiene el error debido 
a su actividad de endonucleasa. El fragmento lesionado es eliminado por una helicasa y 
degradado por una exonucleasa y, finalmente, se rellena el hueco generado por acción 
de las enzimas ADN polimerasa y ADN ligasa. Hay que destacar que el MMR posee un 
papel crítico en el mantenimiento de la integridad del genoma58,59 pero, en realidad, no 
es capaz de reparar los aductos del cisplatino. Un estudio sugiere que el MMR intenta 
reparar la lesión pero, al no poder hacerlo, activa la señal apoptótica.60 El mecanismo 
MMR consiste en un gran número de proteínas de reconocimiento, incluyendo los 
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complejos proteicos MutSα (MutS Homolog, MSH2-MSH6), MutSβ (MSH2-MSH3) y 
MutL (MutL Homolog, MLH1-PMS2).61   
Se ha demostrado que las proteínas MutSα reconocen los aductos de cisplatino 
intracatenarios62 y que las MutSβ interaccionan con los aductos intercatenarios.63 De 
manera que no es sorprendente el hecho de que la desregulación o mutación de los 
genes que codifican dichas proteínas estén relacionados con la resistencia al 
cisplatino.64-66 
Reparación por recombinación homóloga (HR): ocurre fundamentalmente durante las 
fases del ciclo celular en las que el ADN se está replicando o ha finalizado su replicación. 
Esto permite a la célula reparar la lesión usando como “plantilla” a la cadena homóloga 
del ADN no dañado o cromátida hermana. Este sistema requiere de la presencia de una 
secuencia de nucleótidos idéntica o casi idéntica para utilizarla como molde de 
reparación de la rotura generada en la doble hélice de ADN. Se sabe que actúa de 
manera coordinada junto con los sistemas NER y TLS para reparar los aductos 
intracatenarios provocados por el cisplatino.54 
Reparación por síntesis de translesión (TLS): es un proceso de tolerancia del daño 
producido en el ADN, en el que la ADN polimerasa tiene que “saltarse” el aducto de 
platino formado. Determinadas polimerasas presentan esta capacidad y dan lugar a 
síntesis de translesión.67 Este paso, aunque tiene el potencial de ser mutagénico, 
restaura una de las dos hebras de una forma intacta, y ésta puede ser usada 
posteriormente como plantilla para restaurar completamente el ADN original mediante 
los mecanismos HRR y/o NER. 
A.2.3 Limitaciones en el empleo de cisplatino 
En la actualidad, los principales problemas de la efectividad de la quimioterapia 
antineoplásica son la resistencia de los tumores frente a los fármacos utilizados;68 así 
como los severos efectos secundarios. En el caso concreto del cisplatino entre estos 
efectos secundarios se incluye la nefrotoxicidad (daño renal), la neurotoxicidad (daño 
neuronal), la ototoxicidad (pérdida de oído) y la mielosupresión (supresión de la 
actividad de la médula ósea).69,70  
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Estos efectos de toxicidad junto con la resistencia son los mayores 
inconvenientes para el uso clínico de la quimioterapia y condicionan tanto la intensidad 
como la duración del tratamiento. Por tanto, ser capaces de predecir la respuesta a la 
quimioterapia sería de gran ayuda, ya que la predicción del fracaso evitaría una demora 
innecesaria durante la cual el tumor crece a pesar de un tratamiento ineficiente. 
Además, la predicción del fracaso evitaría también la toxicidad provocada por el 
tratamiento inútil. A continuación, se comentan con más detalle ambas posibilidades. 
A.2.3.1 Resistencia al fármaco 
Casi el 50% de los pacientes con cáncer presentan tumores que son resistentes 
a los fármacos actualmente empleados y muchos de ellos han desarrollado resistencia 
durante el curso del tratamiento a pesar de haber presentado una respuesta inicial 
positiva al mismo. De manera que se estima que la resistencia a la quimioterapia 
contribuye a más del 90% de las muertes por cáncer.71 Dicha resistencia, 
independientemente de los mecanismos que la produzcan y del fármaco empleado, 
puede ser intrínseca o adquirida. La resistencia intrínseca es aquella que presenta un 
tumor sin contacto previo con los fármacos, mientras que la adquirida es la que aparece 
tras su interacción con dichos fármacos. Las causas de esta resistencia, tanto intrínseca 
como adquirida, aún están lejos de ser conocidas, pero sí se sabe que son complejas y 
multifactoriales.18,72 De manera que un mayor conocimiento acerca de dicha resistencia 
ayudaría a identificar los marcadores que podrían facilitar la predicción de la respuesta 
clínica al tratamiento. Lo que haría posible ajustar la terapia según la necesidad del 
paciente.  
Está claro que para conseguir que el tratamiento quimioterapéutico sea efectivo 
es necesario lograr que el fármaco llegue en la mayor concentración posible a su diana 
(target) celular (ADN en el caso del cisplatino) y cualquier circunstancia que se 
interponga o dificulte este objetivo puede ser el motivo de la aparición de resistencia. 
Por tanto, en el caso concreto del cisplatino, entre los posibles mecanismos que actúan 
a nivel celular y que pueden explicar la resistencia al cisplatino se incluyen: la reducción 
de la concentración intracelular del mismo, bien por una disminución de la entrada en 
la célula o por una sobre-activación de los mecanismos de excreción; y la inactivación 
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en el interior de la célula por interacción con compuestos presentes en el citosol celular, 
fundamentalmente aquellos que contienen grupos tiol. Además, la resistencia puede 
deberse también, una vez que el cisplatino ha alcanzado su diana molecular (el ADN), a 
un aumento de la capacidad de la célula tumoral para reparar los aductos formados o a 
una disfunción de los sistemas que controlan la apoptosis. 
De esta manera, en publicaciones recientes, los mecanismos de la resistencia al 
cisplatino se clasifican como: resistencia pre-target (la resistencia se debe a procesos 
previos a la unión del cisplatino al ADN que es la molécula target),  resistencia on-target 
(debida a procesos relacionados con el daño molecular provocado por el cisplatino en el 
ADN), resistencia post-target (por mecanismos que afectan a las vías de señalización 
que llevan a la muerte celular provocada por los aductos ) y resistencia off-target (por 
alteraciones en las rutas de señalización que no están directamente relacionadas con el 
cisplatino pero interfieren con los eventos proapoptóticos inducidos por el 
cisplatino).73,74 Todos ellos aparecen recogidos en  la Figura 12 y se detallarán 
brevemente a continuación. 
 
Figura 12. Mecanismos moleculares de resistencia al cisplatino. Adaptada de la referencia 74 
INTRODUCCIÓN |27 
 
 
 
A.2.3.1.1 Resistencia pre-target 
Como se acaba de comentar, uno de los principales mecanismos de resistencia 
al tratamiento con cisplatino se debe a la reducción de su entrada a la célula o a una 
mayor expulsión del mismo al espacio extracelular. El mecanismo por el cual el CDDP 
entra en las células es complejo y todavía está poco definido. El CDDP es una molécula 
neutra y entra en las células por difusión pasiva muy lentamente en comparación con 
otros agentes quimioterapéuticos. Esta captación celular pasiva del CDDP se encuentra 
influenciada por factores como la concentración de sodio y potasio, el pH o la presencia 
de agentes reductores.  Recientemente, se ha descubierto que el CDDP utiliza 
transportadores de membrana para entrar en la célula y este mecanismo de transporte 
activo podría ser más importante que la vía pasiva, a la vez que también jugaría un papel 
más importante en la resistencia. Hoy en día está claro que la mayor parte del CDDP 
entra y sale de la célula a través de proteínas transportadoras que poseen cobre en su 
estructura (como se explicó en la sección A.2.2.1). 
En particular, el transportador de cobre 1 (proteína CTR1) se encarga de mediar 
la entrada a la célula de una fracción significativa de CDDP75, mientras que las proteínas 
ATP7A y ATP7B juegan un papel importante en la salida del CDDP de la célula. Se han 
visto resultados prometedores (aunque son muy preliminares) en ensayos clínicos que 
investigan el potencial “quimiosensibilizante” de la trientina (un quelante de cobre, que 
actúa uniéndose al exceso de cobre, produciendo un aumento de su excreción urinaria) 
en combinación con quimioterapia basada en platino para tratar pacientes con cáncer 
en estado avanzado.76,77 
Asimismo, se sugieren otros transportadores de membrana que contribuyen a la 
expulsión activa del CDDP desde el interior celular como, por ejemplo, la proteína 
relacionada con la resistencia a múltiples fármacos MRP2 (Multidrug Resistance 
Protein).78,79 
En cuanto al segundo de los mecanismos “pre-target” de resistencia que se 
refiere a la inactivación intracelular del cisplatino por formación de complejos con 
compuestos presentes en el citosol celular, fundamentalmente, aquellos que contienen 
grupos tiol como el glutatión reducido (GSH) o las metalotioneínas, algunos estudios 
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recientes documentan que las células cancerígenas resistentes podrían poseer niveles 
incrementados de GSH, de la enzima que cataliza la síntesis de GSH (gamma-
glutamilcisteína sintetasa)80 o de metalotioneínas.81,82 A pesar de que no se ha 
demostrado que ninguna de estas modificaciones tenga una relevancia clínica, todas 
ellas pueden contribuir a la reducción de la forma activa del cisplatino que está 
disponible para unirse al ADN. 
A.2.3.1.2 Resistencia on-target 
Una vez que el cisplatino se ha unido al ADN, la supervivencia celular y, por lo 
tanto, la resistencia, puede ocurrir debido a mecanismos de reparación del ADN que 
eliminan el daño inducido por el cisplatino (ver sección A.2.2.3).83,84 Como se comentó 
anteriormente, se considera que el sistema NER es el que elimina la mayoría de las 
lesiones provocadas por el CDDP en el ADN, aunque en este proceso también están 
implicados componentes del sistema MMR.59 En este sentido, se ha demostrado la 
relación entre un incremento de la reparación NER y la resistencia a CDDP tanto in vitro, 
como en ratas modelo y en pacientes con cáncer.85,86 La proteína más estudiada de este 
complejo responsable de la reparación del ADN es la proteína de reparación ERCC1 
(Excision Repair Cross-Complementing group 1) que forma un heterodímero con la 
proteína XPF (Xeroderma Pigmentosum Complementation group F) y actúa cortando una 
hebra de ADN en el extremo 5´de la zona donde el platino se une al ADN. Estudios in 
vitro con líneas celulares de cáncer de ovario resistentes a cisplatino mostraron niveles 
elevados de expresión de los genes ERCC1 y XPF.87 Observándose que, si se silenciaba el 
gen ERCC1 mediante ARNs de interferencia, se conseguía restituir la sensibilidad del 
fármaco.88 Además, estudios con pacientes de cáncer de ovario han demostrado 
correlacionar niveles elevados del ARN mensajero de ERCC1 con resistencia clínica a la 
quimioterapia.89 
Por otro lado, el incremento de la tolerancia al daño inducido por CDDP puede 
darse por una pérdida de la función de la vía de reparación del MMR. Durante el MMR, 
los aductos intracatenarios son reconocidos por diferentes proteínas, entre las que se 
incluyen MSH2 y MLH1. Como se comentó anteriormente, estas proteínas intentan 
reparar el daño inducido en el ADN, si fallan, se transmite la señal proapoptótica.60 En 
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este sentido, se ha visto que los genes MSH2 y MLH1 se encuentran mutados o se ven 
reducidos como consecuencia de la resistencia a CDDP.90-92 Cabe destacar además, que 
desequilibrios en las proteínas MLH1 y MSH6 (otra proteína del sistema MMR) están 
asociados a un incremento del sistema de reparación por síntesis de translesión que, 
como se comentó, es un proceso por el cual la síntesis de ADN no se bloquea. Este 
sistema está mediado por un grupo de polimerasas y algunas de ellas, parecen estar 
involucradas en el bypass replicativo de los aductos intracatenarios del cisplatino con el 
ADN. Estudios in vitro han mostrado que defectos en las polimerasas POLH y REV3 están 
asociados a un incremento de la sensibilidad a cisplatino en gran variedad de líneas 
tumorales mientras que otros estudios muestran que la sobreexpresión del gen REV3 
aumenta la resistencia a cisplatino.93 Y lo que es más importante, es que los niveles de 
expresión del gen POLH correlacionan con supervivencia en pacientes con cáncer de 
pulmón.94  
Además, se ha observado que el gen REV3 está sobreexpresado en muestras de 
glioma (neoplasia que se produce en el cerebro o en la médula espinal) en correlación 
con el grado del tumor93 y el silenciamiento del gen MLH1 predice la baja tasa de 
supervivencia en pacientes de cáncer de ovario.95 Teniendo en cuenta estas 
observaciones, se pone de manifiesto que los niveles de expresión de genes que 
codifican proteínas que intervienen en los sistemas de reparación MMR y TLS pueden 
llegar a emplearse para predecir la efectividad del cisplatino, aunque no se han 
presentado datos definitivos al respecto. 
Finalmente, hay que mencionar que el cisplatino induce aductos intercatenarios 
que suelen ser reparados mediante el mecanismo de recombinación homóloga (HRR). 
Dos componentes proteicos del sistema HRR están codificados por los genes BRCA1 y 
BRCA2, dos genes que están mutados frecuentemente en cáncer de mama y de ovario.96 
En particular, los cánceres deficientes en el sistema HRR poseen un fenotipo diferente y 
suelen ser más sensibles al cisplatino que sus homólogos en los que funciona con 
normalidad el mecanismo HRR.97 
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A.2.3.1.3 Resistencia post-target 
Dado que la muerte celular (apoptótica o necrótica) está regulada por diversos 
puntos de control y mecanismos de seguridad, la resistencia post-target debe 
desarrollarse a través de diversas alteraciones en los sistemas que detectan el daño 
molecular causado por el CDDP y que lo convierten en una señal letal así como en la 
maquinaria que ejecuta la muerte celular.18,73 Uno de los mecanismos predominantes 
de la resistencia post-target involucra la inactivación del gen TP53 (codificador de la 
proteína p53 que es una proteína inductora de apoptosis) que tiene lugar en, 
aproximadamente, la mitad de las neoplasias.98 Sin embargo, en el caso del cáncer de 
testículo, el que como se ha comentado es especialmente sensible al CDDP, se observa 
que el TP53 está raramente inactivado.99  
Las alteraciones en cualquiera de los factores que regulan y ejecutan la 
apoptosis, ya sea provocada por daños en el ADN o el estrés oxidativo a través de la vía 
mitocondrial o mediado por factores extrínsecos, tienen el potencial de influir en la 
resistencia al cisplatino. Varias docenas de proteínas incluyendo miembros pro- y 
antiapoptóticos de la familia de proteínas BCL-2 (B-cell lymphoma/leukemia-2), 
caspasas, calpaínas, proteínas de intermembrana mitocondrial y muchas otras, 
participan en las cascadas letales y se ha visto que la mayoría de ellas pueden modular 
la respuesta celular a cisplatino in vitro.100,101 Sin embargo, muy pocas predicen la 
respuesta del tumor al tratamiento con cisplatino en el ámbito clínico. Por ejemplo, no 
hay datos concluyentes que asocien los miembros proapoptóticos de la familia de 
proteínas BCL-2  con la sensibilidad al cisplatino, pero se ha visto que niveles elevados 
de sus homólogos antiapoptóticos correlacionan con la resistencia al cisplatino en 
diferentes tipos de cáncer como el de cabeza y cuello, el de ovario y el cáncer de pulmón 
no microcítico.102,103 Además, se están llevando a cabo estudios en los que se evalúa la 
combinación del cisplatino con pequeñas moléculas que inhiben algunas de las 
proteínas del tipo BCL-2 para el tratamiento de diversas neoplasias.104 
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A.2.3.1.4 Resistencia off-target 
La susceptibilidad de las células cancerosas a CDDP también puede verse limitada 
por mecanismos de resistencia off-target. Estos son sistemas que dan señales de 
supervivencia a la célula, aunque no están directamente activadas por el CDDP. 
Dentro de este tipo de mecanismos se incluyen por ejemplo el protooncogén 
ERBB2 que codifica para la proteína HER2 (Human Epidermal Growth factor Receptor) 
que es clave para activar numerosas rutas de señalización que regulan funciones como 
la diferenciación, el crecimiento y la supervivencia celular. Se ha descrito que este gen 
está sobreexpresado en diversos tipos de neoplasias, incluyendo cáncer de mama y de 
ovario.105 Es de destacar, también, la sobreexpresión de ERBB2 asociada con una 
tendencia significativa hacia la resistencia a cisplatino en cáncer de pulmón no 
microcítico.106 
Por otro lado, se ha visto que el gen que codifica la quinasa DYRK1B (Dual 
Specificity Tyrosine Phosphorylation Regulated Kinase 1B) está sobreexpresado en 
diversos tumores, lo que facilita la supervivencia celular al incrementar la actividad de 
enzimas antioxidantes como la ferroxidasa y la superóxido dismutasa107 que constituyen 
la defensa de las células frente al estrés oxidativo. Además, parece que una disminución 
de los niveles de DYRK1B en cáncer de pulmón no microcítico y en cáncer de ovario, 
potencia los efectos del cisplatino en concentraciones por debajo de las necesarias para 
provocar la apoptosis, al favorecer una situación de estrés oxidativo letal.108,109  En este 
sentido, sería interesante determinar el grado en el que las especies reactivas de 
oxígeno inducidas por el cisplatino provocan directamente la muerte celular y en qué 
medida la favorecen simplemente porque agravan el daño al ADN provocado por el 
CDDP.  Así, el GSH parece influir no sólo en la resistencia pre-target (mediante la unión 
al cisplatino previniendo su interacción con el ADN) sino también en la resistencia post-
target (por desactivación de especies reactivas de oxígeno proapoptóticas generadas 
como respuesta al cisplatino) y quizás en la resistencia off-target (haciendo a las células 
menos sensibles a las señales de muerte celular). 
Existen además diversos mecanismos asociados a la respuesta del organismo a 
situaciones estresantes o que están poco caracterizados que se asocian a la resistencia 
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al cisplatino, entre los que se incluyen la autofagia (proceso celular que se encarga de la 
degradación y reciclaje de componentes celulares dañados).110,111 De hecho, se ha 
mostrado, tanto en células de cáncer de ovario como de cáncer de pulmón no 
microcítico que adquieren progresivamente resistencia a cisplatino, un aumento de los 
componentes del mecanismo de autofagia. En ese sentido, diferentes estudios postulan 
que la inhibición de la autofagia puede restablecer la sensibilidad celular al cisplatino, al 
menos in vitro.111 
Resumiendo, las células tumorales pueden perder su sensibilidad al cisplatino 
debido a una gran variedad de alteraciones funcionales y moleculares, muchas de las 
cuales, a priori, están relacionadas con la oncogénesis y la progresión del tumor. La 
resistencia a cisplatino, a menudo, es multifactorial, basándose en la activación 
simultánea de múltiples mecanismos moleculares. Obviamente, todas estas situaciones 
suponen un gran obstáculo para el desarrollo de tratamientos útiles para llevar a cabo 
estrategias de quimiosensibilización y para evitar la resistencia a cisplatino, uno de los 
mayores problemas asociados a su empleo.  
A.2.3.2 Toxicidad asociada al empleo de cisplatino 
Los agentes quimioterapéuticos ejercen su acción sobre las células cancerígenas, 
derivadas de células sanas y que comparten con éstas procesos metabólicos y 
funcionales, por lo que cualquier fármaco que actúe sobre ellas también lo hará en 
mayor o menor grado sobre todas las células del organismo. De ahí que los tratamientos 
quimioterapéuticos llevan asociados una serie de efectos secundarios más o menos 
graves. En la mayoría de los casos se trata de efectos citotóxicos; es decir, efectos tóxicos 
del fármaco sobre las células sanas. 
Las células más afectadas por el efecto citotóxico de la quimioterapia son 
aquellas que comparten características con las células tumorales, especialmente la 
multiplicación celular a gran velocidad, como son las células de los folículos pilosos, de 
la médula ósea, del tubo digestivo y del sistema reproductor. En el caso concreto del 
tratamiento con cisplatino, los efectos tóxicos más comunes, como se muestra en la 
Figura 13, son: la ototoxicidad, la neurotoxicidad (neuropatía periférica), la 
mielosupresión (reducción en la actividad en la medula espinal) y la nefrotoxicidad. La 
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ototoxicidad es notablemente mayor en los pacientes pediátricos, mientras que la 
neuropatía es relativamente más frecuente en pacientes adultos. 
 
Figura 13. Principales efectos tóxicos asociados al tratamiento con cisplatino. Adaptada de la 
referencia 69. 
 
Nefrotoxicidad                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                 
La nefrotoxicidad se debe principalmente al daño producido por el cisplatino 
sobre las células del túbulo proximal renal, donde la exposición al fármaco es 
considerablemente superior a la de otros tipos de células, siendo la concentración del 
fármaco 5 veces superior en estas células que la encontrada en suero sanguíneo.112 De 
esta manera, cerca del 35 % de los pacientes desarrollan una insuficiencia renal leve y 
reversible tras el primer ciclo de quimioterapia con cisplatino. La incidencia y severidad 
de la insuficiencia renal puede incrementarse en los ciclos posteriores; y si no se controla 
de forma adecuada y, sobre todo, si no se previene su aparición, puede desarrollarse 
una toxicidad severa que desencadene en fracaso renal agudo, requiriendo diálisis. Por 
tanto, la nefrotoxicidad inducida por el cisplatino es el efecto secundario que más limita 
la dosis administrable y, en consecuencia, la eficacia del tratamiento. 
Los mecanismos de nefrotoxicidad asociada a cisplatino son muy complejos y no 
están completamente elucidados, ya que además del daño en el ADN, la formación de 
complejos cisplatino-proteínas puede tener un papel relevante en el daño renal. Como 
consecuencia de la acumulación de cisplatino en las células del túbulo proximal renal, 
34|INTRODUCCIÓN 
  
 
 
se desencadenan procesos de muerte celular bien por apoptosis o necrosis, 
dependiendo de la dosis de cisplatino y la duración del tratamiento. Además, se inducen 
factores reguladores del ciclo celular como el gen p21 (que codifica un inhibidor de las 
quinasas dependientes de ciclinas, proteínas que controlan el ciclo celular) que produce 
la activación de la proteína p53 que señaliza los procesos apoptóticos.  Asimismo, se 
generan especies reactivas de oxígeno que son responsables de la activación de diversas 
vías de señalización que llevan a la muerte celular durante la nefrotoxicidad del 
cisplatino.113 
Se han propuesto múltiples estrategias para paliar los efectos nefrotóxicos del 
cisplatino, que están enfocadas a combatir los distintos procesos involucrados en el 
daño renal como son: la hidratación intensiva del paciente junto con la administración 
de manitol, antes, durante y después de la administración del fármaco, que consigue 
reducir en cierta medida los efectos nefrotóxicos y se adopta generalmente de forma 
estándar.114 Posiblemente estas estrategias favorecen la excreción del cisplatino, 
reduciéndose la formación de compuestos tóxicos. 
Neurotoxicidad 
El daño neurológico es una complicación bastante frecuente en el tratamiento 
quimioterapéutico. Constituye un cuadro clínico importante en el paciente oncológico 
debido a su incidencia y dificultad diagnóstica, así como la ausencia de un tratamiento 
eficaz. La neurotoxicidad por cisplatino es frecuente y afecta sobre todo al sistema 
nervioso periférico. La aparición de la neuropatía está relacionada con la dosis 
acumulada, apareciendo, en general, con dosis superiores a 400 mg m-2.  Los ganglios 
de los nervios espinales o nervios raquídeos (aquellos que se prolongan desde la médula 
espinal y atraviesan los músculos vertebrales para distribuirse a las zonas del cuerpo) 
son la primera ubicación de los daños provocados por el cisplatino en el sistema nervioso 
central.115 Lo cual explica la neuropatía sensorial que suele observarse en los pacientes 
tratados con cisplatino. Se ha demostrado que el nivel de vitamina E se encuentra 
disminuido en los pacientes tratados con cisplatino116, y que dicha deficiencia provoca 
una neuropatía sensorial muy similar a la observada con el tratamiento con cisplatino.117 
De manera que un estudio evaluó el empleo de vitamina E para proteger a los pacientes 
de dicha neuropatía provocada por el cisplatino, observándose una disminución 
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significativa de la neurotoxidad en aquellos pacientes tratados con cisplatino y vitamina 
E comparado con aquellos que habían sido tratados únicamente con cisplatino.118 
Ototoxicidad 
La ototoxicidad ocurre en, aproximadamente, 23-54 % de los pacientes adultos 
y en más de la mitad de los niños tratados con cisplatino.119 Observándose que la 
administración del cisplatino en forma de bolos en grandes dosis es más ototóxica y 
nefrotóxica que su administración mediante infusiones repetidas a bajas dosis.120 Los 
quimioterapéuticos basados en platino dañan las células pilosas de la cóclea (oído 
interno) resultando en una disminución de su funcionalidad.119 Lo más probable es que 
los mecanismos responsables de estos efectos secundarios sean la formación de 
especies reactivas de oxígeno en la cóclea, las cuales pueden provocar mecanismos de 
muerte celular.121 
Una estrategia empleada para proteger el oído interno de la ototoxididad es el 
pretratamiento con fármacos conteniendo tioles que actúan como antioxidantes, entre 
los que se incluyen tiosulfato sódico y metionina entre otros.119  
A.2.4 Alternativas al empleo de cisplatino: fármacos de platino de nueva 
generación 
La toxicidad del CDDP así como la resistencia al mismo han llevado al desarrollo 
de nuevos fármacos mejorados de platino, para tratar de conseguir tratamientos con 
menos efectos secundarios así como capaces de superar los mecanismos de resistencia. 
A partir de la aprobación del cisplatino para su uso en humanos, otros 23 compuestos 
de platino han entrado en ensayos clínicos, pero solo dos (carboplatino y oxaliplatino) 
han sido aprobados por la FDA para su uso como fármacos de manera global y otros tres 
(nedaplatino, lobaplatino y heptaplatino) han sido aceptados para su empleo sólo en 
determinados países.122,123  Las estructuras de estos compuestos se muestran en la 
Figura 14. 
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Figura 14. Estructura química de los compuesto de platino aprobados para su uso como 
fármacos a nivel mundial (cisplatino, carboplatino y oxaliplatino) y solo en determinados países 
(nedaplatino, lobaplatino y heptaplatino) 
 
Como se acaba de comentar, actualmente, sólo dos derivados del cisplatino se 
pueden utilizar para el tratamiento del cáncer a nivel mundial: el carboplatino [cis-
diamino(1,1-ciclobutanodicarboxilato)platino(II)] y el oxaliplatino [trans(L-1,2-
diaminociclohexanooxalatoplatino(II)].124 El carboplatino forma parte de la segunda 
generación de fármacos de platino, que se desarrollaron con la intención de reducir la 
toxicidad del cisplatino. Su mecanismo de acción es similar al del cisplatino; sin embargo, 
posee una tasa de hidrólisis menor debido al ligando ciclobutanodicarboxilato que es 
menos lábil que el cloruro. Evidentemente, los aductos formados por el carboplatino 
con el ADN son esencialmente los mismos que los formados por el CDDP, pero requiere 
de concentraciones 20-40 veces superiores de carboplatino y la tasa de formación de 
aductos es 10 veces más lenta.125 Como resultado de esa menor reactividad, la 
neurotoxicidad y ototoxicidad después del tratamiento con carboplatino es menor y al 
ser menos tóxico, permite el tratamiento con dosis altas. Este fármaco está aceptado en 
todo el mundo y casi reemplaza al cisplatino en combinación con paclitaxel para el 
tratamiento del cáncer de ovario.126 Sin embargo, la dosis está limitada por los efectos 
secundarios de mielosupresión con trombocitopenia. Además, el carboplatino tiene una 
eficacia limitada en cáncer de testículo, cáncer de cabeza y cuello y cáncer de vejiga. Por 
eso, el cisplatino sigue siendo el fármaco elegido para el tratamiento de dichos tumores. 
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Al igual que ocurre con el cisplatino, la resistencia al carboplatino es uno de los 
principales problemas de la quimioterapia con este fármaco. 
El oxaliplatino forma parte de la tercera generación de fármacos de platino que 
se desarrolló para superar la resistencia de los tumores al cisplatino y carboplatino. Es 
un complejo de platino que tiene como ligandos el 1,2-diaminociclohexano (DACH) y el 
oxalato (ver Figura 14). El oxalato bidentado es un ligando poco lábil, lo que reduce 
significativamente la reactividad del oxaliplatino y, por tanto, limita sus efectos 
secundarios. Además, el DACH que es el ligando fijo, es un ligando orgánico que 
incrementa la entrada pasiva del oxaliplatino a la célula comparado con el cisplatino y el 
carboplatino. De esta manera, a diferencia del cisplatino y carboplatino, la acumulación 
intracelular de oxaliplatino es menos dependiente del transportador de cobre CTR1127 
y, también, existen diferencias en los aductos formados con el ADN (los aductos 
oxaliplatino-ADN son más eficaces a la hora de inhibir la síntesis de ADN)128, no siendo 
capaces las proteínas asociadas al mecanismo de reparación de apareamientos erróneos 
(MMR, que se explicó en la sección A.2.2.3) de reconocerlos129. Además, el oxaliplatino 
presenta actividad contra determinados cánceres con resistencia adquirida a 
cisplatino.130 En combinación con 5-fluorouracilo o leucovorina (ácido folínico), es 
especialmente efectivo para el tratamiento de cáncer colorrectal metastásico.131 El 
oxaliplatino fue el tercer compuesto de platino aprobado por la FDA en 2002. 
Actualmente, se está evaluando su eficacia para el tratamiento de cáncer gástrico, 
pancreático, de mama y cáncer de pulmón no microcítico.122  
Entre los fármacos de platino de segunda generación, se encuentra también el 
nedaplatino, [cis-diaminoglicolatoplatino(II))], que ha mejorado la toxicidad comparado 
con el cisplatino, pero solo se ha aprobado en Japón para el tratamiento de cáncer de 
pulmón microcítico y no microcítico, el cáncer de cabeza y cuello y el cáncer esofágico.122  
En cuanto al lobaplatino,  [(R,R/S,S)-(1,2-ciclobutanodimetanamida)(2S)-2-
hidroxipropanoato,O,O´)platino (II)], y el heptaplatino,  [cis-malonato[(4R,5R)-4,5-
bis(aminometil)-2-isopropil-1,3-dioxolano]platino (II)], (ver Figura 14)  son fármacos de 
tercera generación que solo han sido aprobados para su uso en China y Corea, 
respectivamente. El lobaplatino se emplea para el tratamiento de cáncer de mama 
metastásico, leucemia mieloide crónica y cáncer de pulmón microcítico. El heptaplatino 
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tiene un ligando aminado más voluminoso, pero es estructuralmente similar al 
lobaplatino. Actualmente se emplea en Corea para el tratamiento de cáncer gástrico. Un 
estudio en fase III demostró que el heptaplatino en combinación con 5-fluorouracilo es 
comparable con la combinación cisplatino-5-fluorouracilo con efectos secundarios 
hematológicos menos severos. 
A.3 BIOMARCADORES DE RESISTENCIA A CISPLATINO 
Como se puso de manifiesto en la sección A.2.3, la resistencia bien intrínseca o 
adquirida es una de las principales limitaciones en el empleo de cisplatino en 
quimioterapia. En este sentido, la capacidad para determinar, en una etapa temprana, 
la respuesta clínica de un cáncer a un régimen quimioterapéutico podría prevenir la 
exposición de los pacientes a fármacos con efectos secundarios graves o potencialmente 
mortales sin ganancia terapéutica. Además, evitar la aparición de problemas de 
resistencia a la quimioterapia daría lugar a una reducción del sufrimiento del paciente y 
de los gastos asociados a su tratamiento. El desafío principal a este respecto, es elucidar 
los mecanismos de la quimiorresistencia e identificar nuevos biomarcadores 
(marcadores biológicos) que pueden ayudar a diseñar estrategias terapéuticas 
personalizadas. Por tanto, existe una búsqueda activa de marcadores de resistencia 
temprana a cisplatino para poder establecer, con la mayor celeridad, si un paciente va a 
desarrollar o no esta condición, que limitará el empleo de la quimioterapia con dicho 
fármaco. 
En 1999 un grupo de expertos de los Institutos Nacionales de la Salud de Estados 
Unidos (National Institutes of Health, NIH) definió el concepto de Biomarcador como 
una característica objetivamente medible y evaluable como indicadora de un proceso 
biológico normal, de un proceso patogénico o de la respuesta a una intervención 
terapéutica.132 Los biomarcadores tienen numerosas aplicaciones en el campo de la 
oncología, desde la determinación del riesgo de padecer un determinado cáncer hasta 
la monitorización de la respuesta al tratamiento, pasando por el diagnóstico, pronóstico 
y seguimiento de la enfermedad. Por tanto, se puede hablar de biomarcadores de 
predisposición, de diagnóstico, de pronóstico y de predicción y monitorización de la 
eficacia terapéutica. El objetivo último es realizar una medicina más personalizada y 
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conseguir una mayor efectividad de las terapias seleccionadas, disminuyendo los efectos 
secundarios propios del tratamiento y evitando la aparición de fenómenos de 
resistencia.  
Está claro que el término “característica” en la definición de biomarcador es un 
concepto muy amplio y cuyo significado exacto es difícil de interpretar. Dentro de este 
término se engloban numerosas alteraciones a nivel molecular, bioquímico o celular que 
pueden ser medidas en medios biológicos (células, tejidos, fluidos corporales). En la 
actualidad, se conocen diferentes cambios en las características de moléculas biológicas 
como: el ADN (polimorfismos de un solo nucleótido, nivel de metilación, dosis génicas, 
etc.), el ARN (expresión génica, nivel de micro ARN, etc.), las proteínas (abundancia, 
actividad, modificaciones post-transduccionales) y pequeños metabolitos (abundancia), 
relacionados con la transformación tumoral, el desarrollo de metástasis y la aparición 
de quimiorresistencia, que pueden ser utilizados como biomarcadores en oncología. De 
esta manera, los biomarcadores se pueden clasificar en genómicos, proteómicos y 
metabolómicos.133  
Dentro de los diferentes posibles biomarcadores genómicos asociados a la 
resistencia al cisplatino, en la presente Tesis nos centraremos en el estudio de la 
variación del número de copias de un gen (Copy Number Variation, CNV) y el nivel de 
metilación del ADN. Además, también se estudiarán biomarcadores proteicos como los 
cambios en la actividad de las metiltransferasas del ADN (enzimas responsables de la 
metilación del ADN) y biomarcadores metabólicos como los cambios en el índice de 
metilación celular (relación S-adenosilmetionina/S-adenosilhomocisteína, SAM/SAH). 
No cabe duda de que la búsqueda de nuevos biomarcadores de resistencia 
representa un gran desafío no sólo para la clínica, por el potencial beneficio que su 
descubrimiento y aplicación conlleva, sino también para la química analítica, dada la 
necesidad de desarrollar nuevas metodologías que posibiliten su identificación y 
cuantificación sensible y selectiva en matrices complejas como son los tejidos y fluidos 
biológicos (plasma, suero, orina o saliva). 
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A.3.1 Variación del número de copias de un gen 
El genoma humano es la secuencia de ADN contenida en 23 pares de 
cromosomas en el núcleo de cada célula humana diploide. De los 23 pares, 22 son 
cromosomas autosómicos (cromosomas no sexuales) y un par es el determinante del 
sexo (dos cromosomas X en mujeres y uno X y uno Y en varones). Las células 
reproductoras tienen, por lo general, sólo la mitad de los cromosomas presentes en las 
corporales o somáticas. Durante la fecundación, el espermatozoide y el óvulo (células 
reproductoras o gametos) se unen y reconstruyen en el nuevo organismo la disposición 
por pares de cromosomas; la mitad de estos cromosomas procede de un progenitor y la 
otra mitad del otro. El genoma haploide, es decir, con una sola representación de cada 
par, tiene una longitud aproximada de 3.200 millones de pares de bases de ADN (3.200 
Mpb) que contienen unos 20.000-25.000 genes. Esta larga cadena de nucleótidos del 
ADN humano se encuentra enrollada por un complejo de proteínas organizadas, que en 
conjunto constituyen la cromatina. La cromatina es el conjunto de ADN, histonas, 
proteínas no histónicas y ARN que se encuentran en el núcleo interfásico, constituyendo 
el genoma. Las unidades básicas de la cromatina son los nucleosomas. Un esquema de 
la estructura del ADN se muestra en la Figura 15. 
 
Figura 15. Estructuras de ADN de orden superior. Representación esquemática de las estructuras 
del nucleosoma, la cromatina y el cromosoma del ADN. 
Fibra cromatina
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En el año 2003, el Proyecto Genoma Humano (Human Genome Project, HGP) 
después de 14 años de investigación publicó el primer borrador de la secuencia 
nucleotídica del ADN humano134 (secuencia del 97% del genoma haploide), 
proporcionando una secuencia de referencia del genoma humano eucromático (la 
región transcripcional activa del genoma). Cuatro años más tarde, Venter y 
colaboradores135 publicaron la secuencia del genoma diploide de un individuo. La 
secuencia del ADN humano ha sido guardada en bases de datos disponibles para 
consulta en internet, y el análisis global para identificar, por ejemplo, regiones 
codificantes (genes) o no codificantes, requiere el empleo de herramientas 
bioinformáticas. 
Todos los seres humanos contienen secuencias genómicas únicas, por lo que las 
secuencias publicadas por el HGP no representan la secuencia exacta del genoma de 
cada individuo, sino más bien corresponden a la referencia de un pequeño grupo de 
donadores anónimos. Los genomas humanos entre los individuos varían como resultado 
de los cambios en su secuencia y estructura. Las variaciónes genéticas heredables 
(polimorfismos) más frecuentes son los polimorfismos de un solo nucleótido (Single 
Nucleotide Polymorphisms, SNPs), cambios en un solo nucleótido en una posición 
concreta del genoma, que se presentan en aproximadamente el 1 % de la población. La 
información acerca del conjunto de SNPs que se encuentran en el mismo cromosoma 
(haplotipo) está siendo recopilada por el Proyecto Internacional HMP (HapMap Project) 
y utilizada para investigar su influencia en el desarrollo de enfermedades.  
Durante mucho tiempo se consideró que los SNPs eran la fuente de variación 
genética más importante del genoma humano. Sin embargo, estudios recientes han 
identificado en la población general gran cantidad de cambios en el número de 
fragmentos de ADN que varían desde 1 Kb a 3Mb de tamaño y que contienen secuencias 
codificantes y no codificantes.136 Estos cambios incluyen deleciones, inserciones y 
duplicaciones (ver Figura 16) de manera que los fragmentos de ADN aparecen repetidos 
en el genoma en un número de copias mayor o menor de 2 (la información genética 
humana es diploide, contiene 2 copias en los cromosomas). Estas variaciones en el 
número de copias de regiones particulares del genoma (Copy Number Variations, CNVs) 
constituyen al menos el 12 % del genoma humano y contribuyen más a la diversidad 
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genómica entre individuos que los SNPs. Las CNVs pueden ser heredadas o causadas por 
mutación de novo. Cuando las CNVs incluyen regiones codificantes del genoma alteran 
el número de copias del gen o genes presentes y se les conoce como cambios en la dosis 
génica. El aumento en el número de copias de un gen particular, puede provocar 
cambios en la proteína que codifica, y ello puede resultar en una modificación de su 
actividad o función.137 En este caso las CNVs pueden ser la causa o constituir un factor 
de riesgo en el desarrollo de enfermedades. 
 
Figura 16. Tipos de variaciones genómicas. Variaciones en el número de copias por deleción o 
duplicación.  
Actualmente se han catalogado más de 29.000 CNVs, muchas de las cuales son, 
potencialmente, causantes de enfermedades.138,139  Así, se relacionan con la 
predisposición a desarrollar diversas enfermedades neurodegenerativas y autoinmunes, 
principalmente.140,141 En algunos tipos de cáncer, las CNVs parecen estar relacionadas 
con la iniciación y progresión tumoral, particularmente en algunos tipos de leucemias y 
linfomas y en algunos tumores sólidos.142,143  
En diversos tipos de cáncer es frecuente encontrar alteración del número de 
copias que involucran cromosomas completos y/o segmentos específicos de 
cromosomas.144,145 Históricamente se han descrito ganancias/amplificaciones de 
oncogenes y pérdida/deleción de genes supresores de tumores como uno de los 
principales conductores del desarrollo de tumores.  Por ejemplo, amplificaciones del gen 
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EGFR en gliomas146, del gen MYCN en neuroblastoma147, del gen MYC en leucemia aguda 
mieloide148, y del gen ERBB2 en cáncer de mama149, ovario105 y pulmón150. Del mismo 
modo, se han encontrado pérdidas/deleciones de genes supresores de tumores como 
PTEN151, TP53152 y VHL153 en gran variedad de tumores.  
Además, publicaciones recientes muestran que la alteración del número de 
copias de genes es uno de los mecanismos capaz de activar o inactivar genes implicados 
en la quimiorresistencia adquirida.154-156 En este sentido, diversos estudios describen la 
amplificación de genes que codifican proteínas transportadoras y proteínas relacionadas 
con la angiogénesis en un número considerable de líneas celulares resistentes a diversos 
fármacos.157 Asimismo, un estudio llevado a cabo en 23 líneas celulares y sus respectivas 
líneas resistentes a diversos fármacos, entre ellos el cisplatino, ha mostrado que se 
produce amplificación génica en un gran número de las líneas resistentes.154 
También se ha descrito que aproximadamente el 10 % de los cánceres tienen una 
amplificación del cromosoma que contiene el gen antiapoptótico MCL1. 144 Otro ejemplo 
es el cromosoma que contiene el gen BCL2L1.141 Ambos genes son importantes para la 
supervivencia celular y, por tanto, su amplificación en tumores podría conferir una 
ventaja en la supervivencia. De acuerdo con esto, Beroukhim y col.144 han demostrado 
que un incremento en la expresión de estos genes protegía a las células tumorales de la 
quimioterapia. 
Una publicación basada en el estudio de tumores de células germinales 
masculinas sugiere que la amplificación cromosómica y, por tanto, génica puede ser una 
de las vías involucradas en la resistencia al cisplatino.155 Dichos tumores son 
especialmente sensibles al cisplatino aunque una pequeña proporción de los mismos no 
presentan respuesta apoptótica y conllevan a la resistencia al tratamiento. En dicho 
estudio se analizaron 17 tumores de pacientes que no recaían (sensibles) y 17 tumores 
resistentes a la quimioterapia mediante análisis por hibridación genómica comparada 
para identificar posibles regiones amplificadas asociadas con la quimiorresistencia. Los 
resultados mostraron que no se detectaba un gran nivel de amplificación en los tumores 
sensibles. Mientras que en cinco de los tumores resistentes se identificaron ocho 
regiones amplificadas.155  
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Del mismo modo, un estudio analizó el genoma completo en 28 cánceres de 
ovario primario, entre ellos 14 eran de tumores de pacientes que no respondían al 
tratamiento con cisplatino y 14 de pacientes con tumores que habían respondido 
correctamente a la quimioterapia.158 Encontrándose ganancias génicas en regiones de 
cromosomas relacionados con el fenotipo resistente al fármaco. En dichas regiones de 
los cromosomas se encuentran varios genes que codifican factores de transcripción, 
oncogenes, genes reguladores del ciclo celular, y genes reguladores de la vía apoptótica. 
Dichos resultados sugieren que estas ganancias cromosómicas pueden ser potenciales 
indicadores para la predicción de resistencia en pacientes con cáncer de ovario después 
de un tratamiento con cisplatino.158 
Además, un estudio basado en el análisis de siete líneas celulares de 
neuroblastoma para investigar la relación entre el número de copias o la expresión del 
oncogen N-myc y la sensibilidad al cisplatino mostró una correlación entre el número de 
copias del gen N-myc (aunque no de expresión) y la resistencia al cisplatino. 159 Si esta 
relación es causativa podría explicar por qué el tratamiento falla en aquellos pacientes 
con un número elevado de copias del gen N-myc. Por lo que es posible que la 
amplificación de N-myc confiera resistencia al tratamiento.159 
A.3.2  Nivel de metilación del ADN 
La metilación del ADN es un fenómeno epigenético que juega un papel crucial en 
diversos procesos celulares, entre los que se incluye el silenciamiento de ciertos genes. 
Se trata de la principal modificación epigenética (cambios heredables en la expresión 
génica que ocurren sin alteración de la secuencia de nucleótidos del ADN)160 presente 
en mamíferos. Consiste en la unión covalente de un grupo metilo al carbono en posición 
5 de la citosina, principalmente en citosinas que preceden a guaninas (dinucleótidos 
CpG), 161 para formar el nucleótido metilado 5-metil-2´-desoxicitidina 5´-monofosfato 
(5mdCMP) (Figura 17).   
 En el genoma humano, alrededor del 60-80 % de 28 millones de dinucleótidos 
CpG están metilados.162 Sin embargo, sólo alrededor del 2-6% de todas las citosinas del 
genoma humano están metiladas.163,164  
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Figura 17. Estructura química del nucleótido 5-metil-2´-desoxicitidina 5´-monofosfato 
 Después del proceso de metilación, la 5mdCMP sirve de guía para el 
emplazamiento y mantenimiento de otras marcas epigenéticas, tal como un repertorio 
de modificaciones post-transduccionales de las proteínas de los nucleosomas (histonas) 
que contribuyen al grado de compactación del ADN en las fibras de la cromatina (ver 
Figura 15).165,166 El estado de la cromatina es clave en procesos tales como la 
transcripción, la replicación y la reparación del ADN. Dado que los patrones epigenéticos 
se mantienen tras la mitosis (un proceso que también se ha denominado memoria 
celular), los fenómenos epigenéticos (metilación del ADN y modificación de histonas) 
vinculados a estados aberrantes de la cromatina desempeñan un papel fundamental en 
la génesis, desarrollo y metástasis del cáncer.167,168  
Como se comentó anteriormente, entre un 60 y un 80% de los dinucleótidos 
CpGs del genoma humano están metilados.162 Sin embargo, la distribución de CpGs 
metilados y no metilados no se produce de manera homogénea a lo largo del genoma. 
La mayor parte de los CpGs no metilados se encuentran agrupados en regiones que 
tienen un tamaño de 0,5 a 5 kb y reciben el nombre de islas CpG debido a su elevado 
contenido en este dinucleótido (superior al 65%) con respecto al resto del genoma 
(40%). Estas islas CpG se concentran especialmente en la región promotora de los genes. 
Los promotores son secuencias específicas de ADN localizadas en los extremos 5´-
terminales de los genes y contienen la información necesaria para activar o desactivar 
el gen al que regulan. Normalmente, estas regiones de las islas CpG están desmetiladas, 
y los genes están dispuestos para su expresión bajo la acción de los activadores de la 
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transcripción. Por el contrario, cuando se produce la metilación del ADN en estas 
regiones se reprime directamente la transcripción del gen. Como consecuencia, se 
desencadena una remodelación de la cromatina. Se sabe poco respecto a cómo se dirige 
la metilación del ADN en regiones específicas, aunque se supone que el mecanismo 
molecular incluye la interacción entre las enzimas responsables de la metilación del ADN 
(metiltransferasas) y una o más proteínas asociadas a la cromatina. 169 
Los patrones de metilación se ven frecuentemente alterados en células 
tumorales, observándose una hipometilación global acompañada de una 
hipermetilación de genes individuales y de las islas CpG (ver Figura 18).170-173  
 
 
Figura 18. Modificación de los patrones de metilación en células tumorales 
La hipometilación global puede contribuir a la carcinogénesis a través de 
diferentes mecanismos: la inestabilidad de cromosomas, reactivación de elementos 
transponibles o activación de oncogenes, que conducen a una inestabilidad genómica e 
incrementa los eventos de recombinación mitótica.170-172 Por otro lado, como se 
comentó anteriormente, la hipermetilación de islas CpG puede resultar en la 
inactivación de genes supresores de tumores, así como de genes reparadores del ADN, 
resultando en un aumento del daño genético.174 En general, la hipermetilación está 
involucrada con el silenciamiento de genes y la hipometilación con la sobreexpresión de 
genes que codifican proteínas involucradas en los procesos de invasión y metástasis.174 
INTRODUCCIÓN |47 
 
 
 
Consecuentemente, la determinación del nivel de metilación del ADN (global y 
en genes específicos) posee un gran potencial como biomarcador para el diagnóstico así 
como la monitorización del progreso de la enfermedad en diferentes tipos de cáncer.182 
Por ejemplo, se ha descrito que la metilación del gen GSTP1 (Glutathione S-transferase 
pi 1) es un marcador altamente específico de cáncer de próstata.175,176 Sin embargo, en 
la mayoría de los casos la metilación de un único gen no es suficiente para ser empleado 
como biomarcador en la evaluación de grandes poblaciones, y diversos grupos de 
investigación están enfocados en establecer paneles de genes metilados como 
marcadores altamente sensibles y especificos para diferentes canceres.177-180 
Existen diversos estudios que han evaluado ambos cambios epigenéticos en 
cáncer de ovario. 181-183 Widschwendter y col.181 examinaron la hipometilación del ADN 
en secuencias satélite (secuencias de entre 5 y varios cientos de nucleótidos que se 
repiten en tándem miles de veces generando regiones repetidas con tamaños que 
oscilan entre 100 Kb hasta varias megabases), encontrándose una fuerte asociación 
entre la hipometilación de este ADN satélite y un estado avanzado del cáncer de ovario. 
Por otro lado, los resultados mostrados por Wei y col.182  sugieren que la pérdida de la 
actividad de determinados genes debido a su hipermetilación confieren una 
predisposición potencial a ciertos tipos de cáncer siendo un evento temprano en la 
progresión de la enfermedad. De manera que los patrones de metilación en cáncer de 
ovario pueden ser valiosos para la detección temprana del cáncer así como la predicción 
de resistencia a agentes quimioterapéuticos.183 
Además, la resistencia adquirida a fármacos se ha asociado tanto a la 
hipometilación de promotores de genes relacionados con la entrada celular del fármaco, 
como a la hipermetilación de regiones promotoras de genes pro-apoptóticos, así como 
a la alteración de los patrones de metilación de genes relacionados con la reparación del 
ADN.184 Numerosos estudios muestran que la hipermetilación de la región promotora 
de determinados genes juega un papel crucial en la generación de fenotipos resistentes 
al inactivar genes que son necesarios para la citotoxicidad.185-187 Además, algunas 
publicaciones muestran una relación entre la hipermetilación de regiones promotoras 
de genes y cambios en la expresión génica en gran variedad de líneas celulares 
tumorales, siendo la causa de la resistencia adquirida a agentes quimioterapéuticos 
48|INTRODUCCIÓN 
  
 
 
como el cisplatino.185,188 En este sentido, se han identificado nueve genes que están 
hipermetilados en una línea de cáncer de ovario resistente a cisplatino, y en muestras 
de pacientes de cáncer de ovario que recaían después de un tratamiento con 
quimioterapia basada en dicho fármaco. 95,186  
El silenciamiento transcripcional de genes asociados con la reparación del ADN y 
la apoptosis mediante la hipermetilación de la región promotora de las islas CpG se han 
asociado con la resistencia al cisplatino en diversos tipos de cáncer, incluyendo el cáncer 
de ovario.189 Además, el grado de metilación aberrante (p.ej. el número total de genes 
metilados), se ha correlacionado directamente con la progresión del tumor así como la 
recaída.180,190 
Hay estudios que emplean cultivos celulares modelo de cáncer de ovario para 
simular el desarrollo de resistencia adquirida a cisplatino con el fin de identificar genes 
regulados epigenéticamente que puedan estar relacionados con dicha resistencia y sus 
mecanismos biológicos asociados.191 En dichos estudios se demostró una correlación 
estadísticamente significativa entre la metilación de las islas CpG y cambios en la 
expresión génica, así como entre la metilación y la resistencia al fármaco.191 Además, 
también se observó que el tratamiento de las líneas resistentes con inhibidores de la 
metilación del ADN llevaba al restablecimiento de la quimiosensibilidad. Lo cual sugiere 
que la metilación anormal del ADN puede contribuir a la alteración de mecanismos 
biológicos que son clave durante la progresión del tumor de ovario hacia un fenotipo 
resistente al fármaco.191 
Además, otros estudios muestran que un incremento en la metilación en el 
promotor del gen BRCA1 en pacientes con cáncer de ovario está correlacionado con una 
mayor efectividad de la quimioterapia basada en platino.192 Por otro lado, la 
hipermetilación del gen MLH1 está asociado con un incremento en la resistencia a 
cisplatino en una línea celular de cáncer de ovario.95 Asimismo, hay estudios que 
muestran que la metilación del promotor del gen FANCF resulta en una disminución de 
la expresión génica que se asocia con un incremento de la sensibilidad a cisplatino en 
líneas celulares de cáncer de ovario, glioma y cáncer de páncreas.193 Además, se ha visto 
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que la hipermetilación de otros genes como, por ejemplo, SOX1194, GPR56, MT1G y 
RASSF1195 está también involucrada en la resistencia a cisplatino. 
A.3.3  Actividad de las enzimas metiltransferasas 
La metilación del ADN, comentada en el apartado anterior, es una reacción 
catalizada por las enzimas metiltransferasas del ADN (DNMTs) y ocurre inmediatamente 
después de la replicación mediante la transferencia de un grupo metilo del cofactor, la 
S-adenosilmetionina (SAM), molécula dadora de grupos metilos, generándose S-
adenosilhomocisteína (SAH) (ver Figure 19). 
 
Figure 19. Reacción de metilación de la citosina mediante la acción de las enzimas  
metiltransferasas del ADN (DNMTs) 
Las metiltransferasas del ADN (DNMTs) son una familia de enzimas que catalizan 
la reacción de metilación del ADN y que poseen un gran efecto en la regulación génica. 
Existen evidencias que muestran que la actividad de las DNMTs es un potencial 
biomarcador íntimamente relacionado con desórdenes genéticos y enfermedades como 
el cáncer.196 
La familia de las DNMTs humanas está formadas por tres enzimas principales: 
DNMT1, DNMT3a y DNMT3b. La DNMT1 está involucrada principalmente en el 
mantenimiento de la metilación durante la replicación del ADN y las DNMT3a/b se cree 
que participan en la metilación de novo, aunque puede haber un solapamiento en las 
funciones.197,198 Hay una cuarta enzima, la DNMT2, cuya acción todavía es 
desconocida.199  
La DNMT1 es una enzima de elevado peso molecular compuesta por 1.616 
aminoácidos. Es la DNMT más abundante y es la encargada de la preservación y 
propagación de los patrones de metilación existentes durante la división celular. 
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Demuestra una preferencia por el ADN hemimetilado y se localiza en los focos de 
replicación de ADN durante la fase S del ciclo celular. Además, la DNMT1 es capaz de 
metilar largos fragmentos de ADN sin que se produzca la disociación. La expresión de la 
enzima es elevada en todas las células en división y varía de una manera dependiente 
del ciclo celular, siendo máxima durante la fase S y extremadamente baja en células que 
no se dividen. En cuanto a la localización intracelular de la DNMT1, se distribuye 
difusamente en el núcleo durante la interfase y se traslada a los focos de replicación 
para la fase S temprana y media creando un patrón puntual característico.  
Desde un punto de vista estructural la DNMT1 (ver Figura 20) es una enzima 
compuesta por un dominio C-terminal encargado de la actividad catalítica y una región 
reguladora N-terminal que tiene varios dominios, entre ellos un dominio rico en 
cisteínas unidas a dos cationes Zn(II). Este dominio es necesario para el reconocimiento 
de los nucleótidos CpG no metilados del sustrato (ADN) y, por lo tanto, influye en la 
actividad catalítica de la enzima.  
 
Figura 20. Representación de la estructura de la enzima DNMT1 unida a un fragmento de 
ADN. Se puede ver el loop catalítico en rojo, el cofactor (SAM) en morado y los iones Zn(II) en 
verde.200 
El mecanismo de la reacción de metilación catalizada por las DNMTs que se 
muestra en la Figura 21 consiste, en primer lugar, en la formación de un enlace covalente 
entre el grupo tiol (desprotonado) de un residuo de cisteína presente en el centro activo 
de la enzima con el carbono en la posición 6 del anillo pirimidínico de la citosina. Un 
residuo de glutamato en las cercanías del sitio de la reacción proporciona la carga 
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negativa en la citosina. A continuación, se produce la transferencia del metilo desde el 
cofactor (SAM) al carbono en la posición 5 del anillo de la citosina que es el objetivo. 
Finalmente, mediante una reacción de β-eliminación, tiene lugar la abstracción del 
protón sobrante de la posición 5 del anillo y la rotura del enlace cisteína-citosina, 
liberándose la citosina metilada de la DNMT.201 
 
Figura 21. Mecanismo general de la reacción de metilación de la citosina catalizada por las enzimas 
DNMTs 
Dada la influencia ya comentada de la metilación del ADN en la iniciación y 
progresión de procesos cancerígenos, así como en la respuesta a la quimioterapia; está 
claro que los procesos de regulación de la metilación del ADN en los que juegan un papel 
muy importante las enzimas DNMTs (catalizadores) están también implicados en la 
tumorogénesis. Así, diversos estudios han mostrado una sobreexpresión de DNMT1 y 
DNMT3b en tumores como el carcinoma gástrico, observándose una correlación entre 
la expresión de DNMT1 con la hipermetilación de diferentes genes. 202-204  También se 
ha descrito que la expresión de la DNMT1 está relacionada con la respuesta a la 
quimioterapia basada en la combinación de cisplatino y 5-fluorouracilo en pacientes con 
cáncer gástrico, mostrándose que los pacientes con menor expresión de DNMT1 
respondían mejor al tratamiento.203 De manera que la inhibición in vitro de DNMT1 
conllevaba a una recuperación de la quimiosensibilidad a cisplatino.203 Además, estudios 
llevados a cabo en células de neuroblastoma murino muestran que la sobreexpresión 
de las DNMT3a/b juega un papel crucial en la generación de resistencia al 
cisplatino.205,206 Dichos resultados muestran que la actividad total de las DNMTs se 
incrementa hasta 3 veces en las células resistentes a cisplatino respecto a las células 
control.  
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Por otro lado, dado que el proceso de metilación del ADN es reversible, las 
enzimas DNMTs son de gran utilidad no solo como posibles biomarcadores para predecir 
la respuesta a la quimioterapia, sino también como dianas terapéuticas muy 
prometedoras, mostrándose datos que apoyan la inclusión de un inhibidor de las DNMTs 
en los tratamientos actuales del cáncer gástrico.203  
Aunque en la presente Tesis nos vamos a centrar en el estudio de las DNMTS, en 
la actualidad, el empleo de las técnicas proteómicas está permitiendo profundizar en el 
estudio de los mecanismos de resistencia a la quimioterapia207; así como en la 
identificación de proteínas que puedan servir como biomarcadores de respuesta al 
tratamiento.207 Así, en estudios con líneas celulares se han identificado una gran 
variedad de proteínas que contribuyen potencialmente a la resistencia, entre las que se 
incluyen proteínas de unión de calcio, proteínas del ciclo celular y de los puntos de 
control, chaperonas moleculares, proteínas de reparación del ADN, proteínas 
relacionadas con la detoxificación del fármaco, enzimas metabólicas, proteínas 
ribosómicas y proteínas redox.208,209 Desafortunadamente, el descubrimiento de 
biomarcadores proteómicos en suero es complicado debido al gran rango dinámico de 
las proteínas en el mismo.210,211 Estas limitaciones han llevado al desarrollo de 
estrategias que permitan estudiar otro tipo de muestras.212-215  
Un estudio reciente ha identificado mediante LC-MS/MS (Liquid 
Chromatography- tandem Mass Spectrometry) hasta 16 proteínas que se encuentran en 
niveles diferentes en el secretoma (proteínas secretadas por una determinada célula) 
de las células de cáncer de ovario sensibles a cisplatino frente a las células resistentes al 
mismo.216 De estas proteínas, 13 se encuentran elevadas y 3 se encuentran disminuidas 
en las células resistentes comparado con las células sensibles a cisplatino.216  
Asimismo, un estudio proteómico mediante la técnica ICAT (Isotope-Coded 
Affinity Tag)/MS/MS comparó el perfil proteico nuclear, citosólico y de fracciones 
microsomales (fracción subcelular obtenida de la lisis celular) obtenidas de líneas 
celulares de cáncer de ovario sensibles y resistentes a cisplatino, observándose que 
diversas proteínas como anexina IV y claudina 4 podrían estar involucradas en la 
respuesta a cisplatino, sugiriendo un gran potencial del empleo de las mismas como 
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biomarcadores de la respuesta al tratamiento.217 Además, estudios recientes han 
identificado a la survivina, un miembro de la familia de proteínas inhibidoras de la 
apoptosis que inhiben caspasas y bloquean la muerte celular, como uno de los 
biomarcadores más cruciales a la hora de reconocer la resistencia a diferentes 
fármacos.218-220 Se ha observado que dicha proteína se encuentra altamente expresada 
en la mayoría de las células tumorales entre los que se incluye el cáncer de ovario y se 
asocia con la resistencia al tratamiento con cisplatino.221 Dicha sobreexpresión está 
relacionada con un mal pronóstico de los pacientes con cáncer. De manera que diversas 
investigaciones centran sus esfuerzos en inhibir la survivina, particularmente en los 
tumores resistentes a la quimioterapia.221 
A.3.4  Índice de metilación celular 
Como se comentó anteriormente, el donador del grupo metilo en la reacción 
de metilación del ADN (ver Figure 19) es la molécula de S-adenosilmetionina (SAM) la 
cual, una vez que pierde dicho grupo metilo, se convierte en S-adenosil- homocisteína 
(SAH).  Estas dos moléculas, SAM y SAH cuyas estructuras se muestran en la Figura 22, 
son indicadores metabólicos relevantes del estado de metilación del ADN ya que son 
metabolitos claves de la ruta metabólica denominada metabolismo de un solo carbono 
(one-carbon metabolism) que está formada por tres vías bioquímicas interrelacionadas: 
el ciclo de la metionina, el ciclo del folato y la vía de transulfuración.  
 
 
Figura 22. Estructura de: A) S-adenosilhomocisteína (SAH) y B) S-adenosilmetionina (SAM) 
En el ciclo metabólico de un solo carbono que se muestra en la Figura 23  la 
metionina que es un aminoácido esencial que se obtiene de la dieta, se convierte en 
SAM por la enzima metionina adenosiltransferasa. SAM que es el donante de metilos 
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para metilar no solo ADN sino otras biomoléculas (ARN, proteínas, fosfolípidos) se 
convierte, al perder el metilo, en SAH, el cual es un potente inhibidor de la reacción de 
metilación. Posteriormente, SAH se hidroliza a homocisteína (por la pérdida de una 
molécula de adenosina) que puede tener dos destinos: puede ser catabolizada a cisteína 
a través de la vía de transulfuración, para lo cual se requiere vitamina B6 o puede ser  
remetilada a metionina gracias a la donación del grupo metilo por parte del  5-metil-
tetrahidrofolato (5-metil-THF) en una reacción que requiere folato y vitamina B12 
(Figura 23).  
 
Figura 23. Metabolismo de un solo carbono. Las enzimas se muestran en color rojo mientras que 
los sustratos y productos se muestran de color negro.222 
La mayoría de SAM es producido y consumido en el hígado por reacciones de 
transmetilación.223 En el ciclo metabólico que se muestra en la Figura 23 está claro que 
la capacidad de metilación del ADN depende de la disponibilidad global de grupos metilo 
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en el núcleo celular, es decir, de la relación entre el nivel de SAM y de SAH.224  Esta 
relación se denomina índice de metilación y cuanto mayor sea su valor mayor potencial 
de metilación.225,226 Por lo tanto, cabe inferir que, para el proceso de metilación del ADN, 
es de vital importancia el correcto metabolismo de la homocisteína y la metionina, así 
como el de las diferentes enzimas que participan en esta ruta metabólica y de otras 
sustancias como el ácido fólico y la vitamina B12. 
Se ha visto que alteraciones en los niveles de SAM y/o SAH y, consecuentemente, 
de la relación SAM/SAH (índice de metilación) pueden provocar cambios en los patrones 
de metilación del ADN con efectos potencialmente importantes en el desarrollo de 
tumores y su resistencia a la quimioterapia.227 De manera que es evidente que la 
determinación del índice de metilación celular podría llegar a ser de gran valor como un 
potencial biomarcador del diagnóstico y pronóstico del cáncer así como para predecir y 
monitorizar la respuesta al tratamiento quimioterapéutico. 227 Además, la ventaja del 
empleo de SAM y SAH sobre otros biomarcadores para la monitorización de la 
metilación del ADN es que la variabilidad de estos metabolitos puede ser detectada en 
etapas tempranas del desarrollo del cáncer.228 
Al mismo tiempo, la acumulación patológica de SAH puede conllevar a una 
disminución de la relación SAM/SAH y a la inhibición de la mayoría de las 
metiltransferasas celulares.229 Estudios llevados a cabo en ratas con neuroblastoma han 
demostrado que se puede revertir la resistencia a cisplatino mediante la inhibición de la 
actividad de las metiltransferasas del ADN.230 
Por otro lado, en la actualidad, las técnicas metabolómicas permiten estudiar el 
perfil completo de metabolitos de pequeño peso molecular presentes en una célula u 
organismo, algunos de los cuales podrían emplearse como biomarcador para el 
diagnóstico de cáncer y su evaluación terapéutica.231 Además, el conocimiento del perfil 
metabólico de una célula determinada puede ayudar a comprender el proceso de 
carcinogénesis y la quimiorresistencia.232 En este sentido, estudios metabólicos llevados 
a cabo en muestras de orina, plasma y tejidos tumorales de pacientes con cáncer de 
ovario así como en personas sanas han demostrado que con los perfiles metabólicos 
obtenidos para dichas muestras se podía diferenciar entre mujeres sanas y aquellas que 
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sufrían un tumor ovárico benigno o maligno.233-235 Lo cual demuestra que la 
metabolómica puede ser aplicada con éxito para la caracterización e identificación del 
cáncer de ovario.233,234 
Dado que los fármacos quimioterapéuticos son procesados metabólicamente, se 
puede extrapolar que el metabolismo juega un papel vital en la respuesta de los tumores 
a la quimioterapia. La muerte celular, por apoptosis o necrosis requiere de energía de la 
célula e involucra la regulación mediante varias enzimas. Recientemente se ha mostrado 
que el cisplatino induce cambios metabólicos intracelulares.236 Por eso, se puede 
postular que las células tumorales resistentes pueden tener metabolismos específicos 
alterados comparados con las células tumorales sensibles, que podrían ser detectados 
mediante la comparación de sus metabolitos.237 En este sentido, hay estudios que 
muestran la posibilidad de separar las líneas de cáncer de ovario (A2780) sensibles y 
resistentes en función a su sensibilidad a cisplatino mediante alteraciones de 
metabolitos, llegando a identificarse variaciones significativas en 6 mecanismos 
metabólicos relacionados con el metabolismo de la metionina.237 Por tanto, parece que 
se podrían emplear los metabolitos alterados del ciclo de la metionina como potenciales 
biomarcadores de la resistencia a cisplatino en células de cáncer de ovario.237 
A.3.5 Otros biomarcadores de resistencia 
Existe otro tipo de biomarcadores, además de los que se han tratado hasta el 
momento, que pueden resultar indicadores de la resistencia a la quimioterapia con 
cisplatino. Quizás el más común es la medida del platino intracelular, ya que se ha 
demostrado que existe una correlación entre la acumulación intracelular de cisplatino y 
la resistencia intrínseca al mismo en diferentes líneas celulares de cáncer de vejiga.238 
En este sentido, un estudio basado en el análisis del contenido celular de cisplatino en 3 
líneas celulares de cáncer humano diferentes: A549 (adenocarcinoma de pulmón) , 
A2780 (cáncer de ovario) y A2780cis (cáncer de ovario resistente a cisplatino) mostró 
una cantidad significativamente menor de Pt en las células resistentes después de un 
tratamiento con cisplatino u oxaliplatino.84 
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Por otro lado, hay publicaciones que sugieren que un posible mecanismo que 
puede llevar a la resistencia al tratamiento es que el compuesto internalizado puede ser 
inactivado antes de alcanzar el núcleo donde el cisplatino forma los aductos con el ADN 
genómico provocando la muerte celular. En este sentido, se ha descrito la presencia de 
nanopartículas de platino (Pt-NPs) en el citoplasma de las células tratadas con 
cisplatino.239 Además, se ha evidenciado una correlación entre el incremento de la 
formación de Pt-NPs intracelular y la resistencia al cisplatino.239 Dichos estudios sugieren 
que las células tumorales podrían desarrollar resistencia al convertir el fármaco en Pt-
NPs, impidiendo que el cisplatino alcance su diana molecular en el ADN. Además, se ha 
encontrado que las nanopartículas de platino formadas en las células tratadas con 
cisplatino eran capaces de producir una absorción específica bajo luz UV. Dicha 
propiedad podría explotarse con la finalidad de desarrollar nuevas sondas para obtener 
imágenes del tumor, de manera que se podría llevar a cabo fácilmente un seguimiento 
del desarrollo de resistencia al tratamiento evaluando el cambio en la propiedad óptica 
de los tumores tratados.239  
Además, como se comentó en el apartado A.2.3.1, la resistencia al cisplatino es 
una consecuencia de diferentes procesos que tratan de prevenir la formación de los 
aductos con el ADN o que facilitan la eliminación rápida de los mismos. Por lo que varios 
estudios sugieren que la cuantificación altamente sensible de los aductos inducidos por 
el cisplatino podría ser una buena herramienta para la detección temprana de la 
resistencia.240,241 
 
A.4 METODOLOGÍAS ANALÍTICAS PARA LA MEDIDA DE LOS 
BIOMARCADORES DE RESISTENCIA AL CISPLATINO  
Hasta el momento se han documentado algunos de los biomarcadores más 
relevantes de resistencia a la quimioterapia con cisplatino. A continuación, se revisarán 
brevemente las estrategias más comúnmente empleadas para su determinación en 
diferentes muestras. 
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A.4.1 Metodologías para la determinación del nivel de metilación del 
ADN 
Existe una gran variedad de metodologías para el estudio de la metilación del 
ADN y se pueden clasificar en: determinación del nivel de metilación global,  
determinación del estado de metilación de una región específica y el estudio de regiones 
diferencialmente metiladas. Hay diversos artículos de revisión que recogen las 
metodologías utilizadas en cada caso.242-246 
A la hora de elegir un método para el estudio de la metilación del ADN hay que 
tener en cuenta diversos factores, como son: el objetivo del estudio; la cantidad y 
calidad de las muestras de ADN; la sensibilidad y especificidad requeridas para el 
estudio; la robustez y sencillez de la metodología; la disponibilidad de un software 
bioinformático adecuado para el análisis e interpretación de los resultados; la 
disponibilidad de equipos especializados así como de reactivos; y, por supuesto, el coste 
de la metodología. En este sentido, una publicación reciente describe el algoritmo que 
se muestra en la Figura 24 que ayuda a elegir la metodología más adecuada según la 
investigación que se quiera llevar a cabo.244 
 
Figura 24. Algoritmo para la selección del método adecuado para llevar a cabo el análisis de la 
metilación del ADN.  Aparecen aquellas metodologías que se consideran más robustas, fáciles de 
usar y de las que se puede disponer fácilmente. Adaptada de la referencia 244. 
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A continuación, se procederá a comentar brevemente algunas de las principales 
metodologías existentes para el estudio del nivel de metilación del ADN tanto global 
como en regiones específicas. 
A.4.1.1 Metilación global del ADN 
Para la determinación del nivel de metilación global del ADN se han utilizado 
numerosas metodologías basadas en el empleo de técnicas de separación 
cromatográficas,  como:  la cromatografía de capa fina (Thin-layer chromatography, 
TLC),247 la cromatografía de gases (Gas Chromatography, GC),248-250   la cromatografía 
líquida de alta resolución (High Performance Liquid Chromatography, HPLC)251,252 y la 
cromatografía micelar electrocinética capilar (Micellar Electrokinetic Capillary 
Chromatography, MECC).253  Estas técnicas se basan en la digestión enzimática o química 
del ADN a sus componentes estructurales bien como desoxirribonucleótidos, 
desoxirribonucleósidos o bases nitrogenadas seguido de su separación cromatográfica 
y detección con un detector adecuado. De esta manera se puede cuantificar el 
componente metilado (nucleótido, nucleósido o base) que se separa del resto de 
componentes no metilados. Un gran número de las metodologías previamente 
mencionadas permiten dicha cuantificación con adecuada sensibilidad y selectividad, 
pero de todas ellas la técnica de HPLC es la más ampliamente aceptada.244 
En cuanto a las metodologías basadas en la separación mediante TLC tienen la 
ventaja de una instrumentación sencilla, análisis a gran escala y bajo coste, pero con la 
desventaja de que son poco exactas.247,254,255 La técnica de GC ofrece separaciones tan 
buenas como la HPLC pero requiere de la derivatización de las bases del ADN para que 
sean volátiles (por eso sólo las nucleobases, y no los nucleótidos, pueden ser analizados 
después de su derivatización).249 Finalmente, la técnica MECC proporciona una buena 
separación, más rápida y eficiente que la conseguida mediante HPLC, pero la sensibilidad 
es menor y la reproducibilidad de la separación puede verse afectada por ligeras 
alteraciones de la matriz.256 
A menudo se emplea la detección UV en los métodos basados en HPLC y MECC, 
debido a su simplicidad, bajo coste y reproducibilidad. La detección UV puede 
proporcionar límites de detección tan bajos como 400 fmol de 5-metil-2´-desoxicitidina 
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empleando la detección relativamente selectiva de los nucleósidos a 260-270 nm.243  Sin 
embargo, la detección mediante fluorescencia es 10 veces más sensible pero tiene el 
inconveniente de que incluyen procedimientos de derivatización tediosos que a menudo 
dan lugar a productos de reacción secundarios.257,258 Se han publicado métodos basados 
en TLC que emplean marcaje con 32P (radiactivo) de los desoxirribonucleótidos que 
alcanzan un límite de detección de ~20 fmol.259 Más recientemente se han publicado 
metodologías de MECC que emplean detección electroquímica260 y técnicas de LC-ESI-
MS.261 En cuanto a la GC se han publicado algunas metodologías basadas en GC-MS, que 
presentan ventajas frente a la LC-MS/MS como son un menor coste, así como una mejor 
separación cromatográfica empleando columnas capilares.250Sin embargo, como ya se 
comentó la GC tiene el inconveniente de que requiere la derivatización de los 
compuestos. 
Una desventaja de la detección UV es que la especificidad depende de la 
separación cromatográfica. La mayoría de los métodos publicados proporcionan buenas 
separaciones de los cinco componentes del ADN (incluido el metilado), pero la 
contaminación de la muestra con ARN puede causar un error en la cuantificación. De 
hecho, pocos estudios consiguen la separación conjunta de los 10 componentes del ADN 
y ARN.252,262 Este problema se mantiene incluso en una publicación reciente basada en 
LC-MS, porque el método no es capaz de distinguir entre 5-metil-2´-citidina (5mC) y 
5mdC.261 
De entre todas las metodologías citadas se considera que la metodología de 
HPLC-UV desarrollada por Kuo y col. en 1980263 es la estrategia analítica estándar para 
la cuantificación de la cantidad de 2´-desoxicitidina (dC) y 5-metil-2´-desoxicitidina 
(5mdC) presente en muestras de ADN hidrolizado. Brevemente, el ADN se hidroliza a sus 
nucleósidos correspondientes, y mediante HPLC de fase inversa se separan la dC y 5mdC. 
De manera que se calcula la relación 5mdC/dC para cada muestra, y se compara entre 
las muestras control y experimentales. Sin embargo, la utilidad de esta metodología está 
limitada por la necesidad de cantidades de muestras de ADN relativamente grandes (3-
10 µg).244  
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Más recientemente, se ha desarrollado una alternativa más sensible que la HPLC-
UV basada en el acoplamiento de la cromatografía líquida con la espectrometría de 
masas en tándem (LC-MS/MS), que requiere menores cantidades de ADN para el 
análisis. 252 Se ha validado dicha técnica en ADN de mamíferos en el que alrededor del 
2-5 % de las citosinas están metiladas, detectándose niveles de metilación en el rango 
de 0,05-10 %, permitiendo detectar diferencias de metilación global de ~5%.252 Dicha 
metodología suele emplear 50-100 ng de ADN, aunque hay estudios que emplean 
cantidades mucho menores (hasta 5 ng).252-265 Sin embargo, requiere de personal 
cualificado y el equipamiento necesario no está muy generalizado además de ser caro, 
de manera que no es un método comúnmente utilizado para el análisis de la metilación. 
Además de las metodologías comentadas basadas en el empleo de técnicas 
cromatográficas con diferentes sistemas de detección, existen otros métodos para 
determinar la metilación global del ADN genómico, entre los que se incluyen el ensayo 
enzimático con la enzima metiltransferasa SssI266, marcaje con cloroacetaldehído267 y 
ensayos inmunológicos.268 Estos métodos dependen de una o dos reacciones para 
marcar selectivamente la 5-metilcitosina y detectarla. Sin embargo, la sensibilidad y la 
reproducibilidad del ensayo con SssI es pobre, el cloroacetaldehído requiere de tiempos 
largos de análisis, y los ensayos inmunoquímicos no son adecuados para estudios 
cuantitativos. 
El ensayo enzimático está basado en el empleo de la enzima metiltransferasa SssI 
para transferir un grupo metilo marcado con tritio radiactivo ([CH3-3H]) de la S-adenosil-
L-metionina (SAM) a las citosinas no metiladas en regiones CpG del ADN genómico.269 A 
continuación, el ADN marcado se inmoviliza en un filtro, se lava y se mide la radiactividad 
con un contador de centelleo. La cantidad de tritio radiactivo incorporado es 
proporcional al nivel de ADN no metilado. La diferencia entre el ADN total y el metilado 
con tritio corresponderá a la cantidad de ADN que se encontraba inicialmente metilada 
en la muestra.269 Sin embargo, si el ADN no es suficientemente puro, se puede producir 
el marcaje con [CH3-3H]-SAM de ARN y proteínas presentes en la muestra, obteniéndose 
un resultado erróneo.269 Otras publicaciones sugieren una modificación del ensayo, 
empleando HPLC para la separación del nucleósido metilado marcado con titrio después 
de la hidrólisis enzimática del ADN aumentando la especificidad y la exactitud.270 El 
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principal problema con esta metodología es la manipulación y eliminación del tritio 
radiactivo. 
Otro método químico es el ensayo fluorescente basado en la reacción con 
cloroacetaldehído que se emplea para marcar cualquier 5mdC presente en el ADN 
genómico.267 Para ello el ADN es despurinizado mediante un tratamiento con ácido 
sulfúrico, de manera que se elimina el 99% de dA (2´-desoxiadenosina) y dG (2´-
desoxiguanosina), que se precipita con nitrato de plata. El ADN despurinizado reacciona 
con bisulfito sódico, convirtiéndose la dC en dU (2´-desoxiuridina) (tal y como se 
describirá en la sección A.4.1.2.2). A continuación, la muestra se incuba con 
cloroacetaldehído, que reacciona con la 5mdC resultando en la formación de un 
derivado altamente fluorescente. Esta fluorescencia se cuantifica empleando un 
fluorímetro, y es proporcional al nivel de 5mdC en la muestra. La eliminación de las 
purinas es un paso crítico del método dado que la dA también reacciona con el 
cloroacetaldehído formando un aducto fluorescente. El principal inconveniente de esta 
metodología es que el cloroacetaldehído es muy tóxico, de modo que hay que tomar 
precauciones a la hora de su uso además de que es un procedimiento largo.  
Con respecto a los métodos inmunoensayos, existen diversos kit disponibles 
comercialmente basados en ensayos ELISA (Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay) que 
permiten la evaluación rápida del estado de metilación del ADN (ver Tabla 3).  
Tabla 3. Kits disponibles comercialmente basados en ensayos ELISA para la medida de la 
metilación global del ADN. 
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Estos ensayos son propensos a una elevada variabilidad, de modo que son 
adecuados solo para la estimación aproximada de la metilación del ADN. Aun así, son 
rápidos y fáciles de usar, de manera que son aceptables para la identificación de grandes 
cambios en la metilación de ADN. Brevemente, la muestra de ADN es capturada en la 
placa ELISA, y las citosinas metiladas se detectan mediante una secuencia de etapas de 
incubación con: (1) un anticuerpo primario anti-5-metilcitosina, (2) un anticuerpo 
secundario marcado con una enzima y (3) reactivos para la detección 
colorimétrica/fluorimétrica del producto de la reacción enzimática. 
Finalmente, es necesario comentar que existe un ensayo para la determinación 
de nivel de metilación global del ADN denominado LUMA (Luminometric Methylation 
Assay),271 que combina el empleo de dos reacciones de digestión con enzimas de 
restricción seguido de una posterior pirosecuenciación de los fragmentos obtenidos (ver 
Figura 25).  
 
Figura 25. Estrategia general para el estudio de la metilación global del ADN empleando la técnica 
LUMA. Editado de la referencia 271. 
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Una digestión se lleva a cabo con la enzima HpaII sensible a la metilación en los 
dinucleótidos CpG, mientras que paralelamente otra reacción se lleva a cabo con la 
enzima MspI insensible a la metilación que cortará en las secuencias CCGG. La señal de 
la radiación procedente de la quimioluminiscencia de la luciferasa medida en el proceso 
de pirosecuenciación de los fragmentos obtenidos (ver Figura 25) calculada como la 
relación HpaII/MspI es proporcional a la cantidad de ADN no metilado presente en la 
muestra. Dicha metodología requiere el empleo de ADN de elevada calidad para 
asegurar la completa digestión enzimática. 
A.4.1.2 Metilación en secuencias específicas 
Los métodos para el estudio del grado de metilación del ADN en secuencias 
concretas se pueden dividir en: métodos basados en bisulfito y los no basados en 
bisulfito. Estos últimos, utilizan enzimas de restricción (endonuleasas) para cortar el ADN 
en los sitios de interés en combinación con la detección mediante Southern Blot o la 
tecnología PCR (Polymerase Chain Reaction). Por otro lado, los métodos basados en 
bisulfito requieren de la amplificación por PCR del ADN tratado con bisulfito, y las 
diferencias en el patrón de metilcitosina se pueden obtener mediante el diseño de 
cebadores dependientes de metilación (por ejemplo en PCR específica a la metilación), 
en combinación con endonucleasas de restricción sensibles a la metilación (por ejemplo, 
en la técnica Combined Bisulphite Restriction Analysis, COBRA) o secuenciación 
genómica entre otras metodologías. Todas ellas se detallarán a continuación 
brevemente. 
Métodos que no emplean bisulfito 
La combinación de endonucleasas de restricción sensibles e insensibles a la 
metilación proporciona una buena herramienta para el estudio del nivel de metilación 
en regiones concretas del ADN.272 Suele emplearse la combinación HpaII/MspI para 
cortar el ADN en la secuencia CCGG donde HpaII no es capaz de cortar la secuencia 
cuando hay presente 5-mdC. La muestra de ADN se digiere con HpaII y MspI 
respectivamente. A continuación, la diferencia de tamaño de los productos de la 
digestión se detecta utilizando la técnica de Southern Blot mediante hibridación con una 
sonda marcada con un isótopo radiactivo. Si las digestiones con HpaII y MspI tienen las 
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bandas híbridas del mismo tamaño, significa que la secuencia no está metilada. Al 
contrario, si las bandas hibridadas con HpaII son mayores que con MspI, la secuencia 
está metilada. Para mejorar la sensibilidad se pueden amplificar los fragmentos 
digeridos mediante PCR. Aunque esta técnica es robusta, está limitada por los sitios de 
restricción. 
Métodos basados en el tratamiento con bisulfito 
Existen una gran variedad de métodos para la cuantificación del estado de 
metilación del ADN en secuencias específicas basados en el tratamiento con bisulfito. 
Esta técnica fue publicada en 1992 por Frommer y col. y supuso una revolución en los 
análisis epigenéticos.273 Hoy en día existen muchos protocolos tanto para análisis 
cualitativo como cuantitativo que se basan en esta técnica.274-276 La mayoría de estos 
protocolos requieren entre 1ng a 5 µg de ADN inicial que puede ser posteriormente 
amplificado mediante PCR. Sin embargo, puesto que el proceso de amplificación del 
ADN hace que se pierda toda la información sobre la metilación es necesario traducir un 
cambio epigenético en una modificación de la secuencia para identificar la información 
epigenética.  
Básicamente, el tratamiento con bisulfito consiste en desnaturalizar el ADN 
mediante un tratamiento alcalino e incubarlo con bisulfito, lo que permite la sulfonación 
de las citosinas en el carbono en posición 6 (ver Figura 26). A continuación, mediante 
una desaminación hidrolítica, el sulfonato de la citosina se convierte en el sulfonato de 
uracilo, que finalmente, en una etapa de alcalinización se convierte en uracilo. La 
reactividad de la 5-metilcitosina con bisulfito es mucho menor (no hay explicaciones de 
cómo la 5-metilcitosina evita el ataque nucleofílico del sulfato), de manera que bajo las 
condiciones seleccionadas para el tratamiento sólo las citosinas no metiladas se verán 
convertidas en uracilo.  
Esta transformación por bisulfito del ADN puede ir seguida de diversos métodos, 
entre los que se incluyen la secuenciación, la PCR específica para la metilación, 
combinación del bisulfito con enzimas de restricción, etc.274,275 Estas metodologías 
hacen uso de la técnica de PCR, y entre las diversas ventajas que ofrece destaca la 
posibilidad de analizar muestras de ADN poco puras. Estas metodologías presentan la 
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gran ventaja de tener una gran sensibilidad, ya que se puede emplear con menos de 50 
ng de ADN y que se pueden emplear con muestras de ADN poco puras. 
 
 
 
Figura 26. Esquema de las etapas llevadas a cabo en la reacción del ADN con bisulfito 
Sin embargo, para que la reacción con bisulfito sea efectiva, se requiere de la 
completa desnaturalización del ADN, lo cual a veces no es posible en secuencias ricas en 
dinucleótidos CpG, obteniéndose así un valor incorrecto de la metilación (mayor al 
real).245 Además, el bisulfito es agresivo con el ADN, lo que resulta en que, 
simultáneamente, otras partes del ADN son dañadas y degradadas y teniendo en cuenta 
que, normalmente, la cantidad de ADN de partida antes de la amplificación es limitada, 
la excesiva degradación puede resultar en un problema significativo.277 Otra desventaja 
que presenta esta técnica, es que como las citosinas son transformadas en uracilo, se 
reducen las opciones para el diseño de los cebadores específicos para la PCR ya que el 
ADN constará solo de tres bases.  
A continuación, se describen brevemente algunas de las metodologías basadas 
en el tratamiento con bisulfito seguido de amplificación por PCR: la secuenciación por 
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bisulfito, la PCR específica a la metilación (Methylation-specific PCR, MSP), la técnica 
COBRA (Combined Bisulphite Restriction Analysis) y la pirosecuenciación con bisulfito. 
Aunque son, en su mayor parte metodologías semicuantitativas, en algunos casos 
pueden obtenerse datos cuantitativos (p. ej. con la técnica COBRA).278 
La secuenciación por bisulfito es una variante de la secuenciación Sanger.279 Para 
ello, en primer lugar, se fragmenta el ADN para facilitar la posterior desnaturalización. 
A continuación, se incuba en presencia de bisulfito (durante 15-20 horas). El siguiente 
paso consiste en la amplificación de la región que se quiere mapear por PCR y su 
posterior secuenciación. Finalmente se compara la secuencia obtenida con la de un 
control que no se ha sometido a bisulfito, de manera que aquellas citosinas que no 
estuviesen metiladas aparecerán como tales en el control, mientras que en la muestra 
tratada serán sustituidas por una timina. 
Otra de las técnicas no cuantitativas para estudiar la metilación en secuencias 
específicas emplea la denominada PCR específica a la metilación (MSP).275 En esta 
técnica tras el tratamiento del ADN con bisulfito, se realiza la PCR usando dos sets de 
cebadores diseñados para amplificar el estado metilado y el no metilado por separado 
(ver Figura 27). Esta técnica tiene la ventaja de ser muy sensible, sin embargo, es poco 
específica y no cuantitativa. Como en el caso anterior, uno de los principales 
inconvenientes radica en que, a menudo, la conversión con bisulfito no es completa, 
especialmente en regiones ricas en secuencias CpG, además de que debe determinarse 
la temperatura exacta de hibridación para evitar uniones inespecíficas que darían 
resultados erróneos.275 
 
Figura 27. Esquema del funcionamiento de la técnica MSP 
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En cuanto a la técnica COBRA (combined bisulphite restriction analysis) es una 
opción para analizar el nivel de metilación de secuencias cortas de ADN de un modo 
sensible. Requiere de la disponibilidad de endonucleasas de restricción cuya secuencia 
de reconocimiento incluya la secuencia CpG de interés. De manera que el ADN tratado 
con bisulfito tendrá que ser amplificado por PCR empleando dos cebadores que 
flanquean el sitio de reconocimiento de la endonucleasa. 274,278 Posteriormente, se lleva 
a cabo la digestión del producto de PCR con la endonucleasa. En el ADN que 
originalmente estaba metilado las citosinas permanecen intactas, el producto de la PCR 
contendrá citosinas permitiendo la digestión del fragmento por la nucleasa. Al contrario, 
las citosinas del ADN no metilado se convertirán en uracilo y, posteriormente, en 
timidina debido a la amplificación por PCR. Esta reacción impedirá que actúe la nucleasa 
evitando la digestión del ADN. Finalmente, los fragmentos serán separados mediante 
electroforesis (muchas veces complementado con Southern blotting) y la cantidad de 
ADN metilado puede estimarse mediante densitometría en función de los productos de 
digestión (ya que la cantidad de producto digerido es proporcional a la metilación de un 
locus específico).  
Finalmente, la pirosecuenciación de ADN tratado con bisulfito (PS, Bisulfite 
Pyrosequencing) 276 que se emplea actualmente con profusión para la determinación de 
la metilación en secuencias específicas, se trata de una técnica compleja aunque 
altamente automatizada. Se basa (ver Figura 25) en la adición secuencial de nucleótidos 
al ADN en presencia de una mezcla de enzimas y sustratos, de manera que la 
incorporación de cada nucleótido genera un pulso de radiación (luz) de una determinada 
intensidad. Después de la amplificación de la región de ADN de interés, los productos 
serán purificados y desnaturalizados con la ayuda de uno de los cebadores que estará 
unido a biotina. Después del alineamiento de los cebadores y la adición de la mezcla de 
enzimas y de los sustratos, los nucleótidos se añadirán secuencialmente a la reacción de 
acuerdo con la secuencia conocida del ADN que se quiere analizar. Durante la reacción 
de la polimerasa se elimina pirofosfato (PPi), de ahí el nombre de la técnica. Esta 
molécula será procesada enzimáticamente para finalmente permitir a una reacción 
quimioluminiscente dependiente de luciferasa emitir la señal de luz, cuya intensidad es 
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registrada por una cámara. Es un análisis cuantitativo y preciso de la metilación, 
basándose en la secuenciación por síntesis.  
A.4.2 Metodologías para la determinación de la variación en el número 
de copias de un gen  
Las técnicas moleculares para abordar el análisis de las CNVs (Copy Number 
Variants) podemos dividirlas entre los métodos para detectar variaciones a nivel de 
genoma completo o aquellas que están diseñadas para analizar uno o unos pocos loci.  
Respecto a las segundas, la introducción de la hibridación fluorescente in situ 
(Fluorescence in situ Hybridization, FISH) permitió la identificación de anomalías 
cromosómicas imperceptibles.280 La técnica FISH es una técnica molecular citogenética 
que permite visualizar secuencias específicas en el núcleo y/o en cromosomas 
metafásicos, siendo especialmente útil para la detección de anomalías cromosómicas 
como aneuploidía (cambio en el número cromosómico) y reagrupamientos 
cromosómicos.280 Actualmente, la técnica FISH se emplea ampliamente en combinación 
con múltiples sondas marcadas con diferentes fluoróforos en el diagnóstico clínico como 
una herramienta de “screening” para confirmar la presencia de CNVs (así como de otras 
variaciones estructurales del ADN genómico).281 Sin embargo, esta técnica tiene grandes 
limitaciones, las sondas específicas para un locus son caras y el procedimiento laborioso 
y largo. Además, está limitado a un cierto número de loci cromosómicos en un solo 
experimento, y la identificación de anomalías depende de la sonda usada, tanto de su 
tamaño como de su sitio de hibridación.281 
En consecuencia, las metodologías basadas en la amplificación mediante PCR son 
las más ampliamente empleadas para el análisis de las CNVs debido a su sencillez de 
uso. La primera técnica basada en PCR empleada para el análisis de CNVs fue la PCR 
cuantitativa o en tiempo real (quantitative Polimerase Chain Reaction, qPCR).282 Esta 
técnica combina la PCR tradicional con la detección simultánea de los productos de 
amplificación mediante fluorescencia. Ofrece gran flexibilidad y adaptabilidad, se lleva 
a cabo en un sistema cerrado, de manera que se elimina el riesgo de contaminación y 
no requiere de un procesado posterior de los productos de la PCR. Por estos motivos se 
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ha convertido en uno de los métodos más populares para el análisis de CNV.283 
Posteriormente, han surgido diversas metodologías basadas en PCR, como son smPCR 
(single molecule PCR)284, MCC (Molecular Copy-number Counting)285, MAPH (Multiplex 
Amplifiable Probe Hybridization)286, MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe 
Amplification)287, QMPSF (Quantitative Multiplex PCR of Short fluorescent Fragments)288 
y la dPCR (PCR digital).289,290 
Dada la importancia de la técnica PCR para el análisis de las CNVs se procederá a 
explicar el funcionamiento de la misma. 
A.4.2.1 PCR en tiempo real o cuantitativa (qPCR) 
La reacción en cadena de la polimerasa, desarrollada por Kary Mullis291, es una 
reacción enzimática in vitro que permite amplificar millones de veces una secuencia 
específica de ADN durante varios ciclos repetidos. Para ello, la reacción aprovecha la 
actividad de la enzima ADN polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar 
naturalmente el ADN en las células. En la reacción, si se emplea como sustrato ADN 
genómico, entonces se habla de una PCR típica, pero también se puede realizar con ADN 
complementario (ADNc) proveniente de ARNm (ácido ribonucleico mensajero) y 
entonces se conoce como RT-PCR (Reverse Transcription-PCR). La conversión del ARNm 
en ADNc se consigue mediante una reacción conocida como transcripción inversa que 
es controlada por la enzima transcriptasa inversa. 
Para la realización de la PCR se requiere de unos reactivos básicos, que son: la 
muestra o molde de ADN a amplificar; dos oligonucleótidos, llamados cebadores o 
primers, cada uno complementario a cada una de las hebras del ADN molde al que 
flanquean; una cantidad suficiente de los cuatro desoxirribonucleótidos trifosfato 
(dNTPs: dATP, dCTP, dGTP, dTTP); la enzima Taq polimerasa, que se encargará de la 
síntesis de las nuevas copias de ADN a partir del ADN molde; el ion magnesio (Mg2+); y 
una disolución amortiguadora de pH. 
 Los cebadores o primers son secuencias de oligonucleótidos cuyo tamaño oscila 
entre 15-25 pares de bases y la cantidad de G-C no debe ser mayor del 55 % de la 
secuencia que flanquean. Si no se respetan estas reglas, existe la posibilidad de la 
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formación de dímeros de primers. Esto repercutiría en el rendimiento de la reacción, así 
como en la especificidad del producto esperado. Se emplean dos secuencias diferentes 
de primers: una denominada «forward» o sentido de avance y otra «reverse» o sentido 
inverso; ambas secuencias deben estar diseñadas para que hibriden con el ADN molde 
y las cadenas de ADN puedan ser extendidas por la Taq polimerasa en dirección 5’-3’ 
(como sucede endógenamente). Hoy en día existen programas informáticos para 
diseñar primers con alta especificidad, por lo que se evita la formación de productos 
inesperados.  
El magnesio es un cofactor enzimático que influye en la especificidad de la 
reacción, por eso se debe emplear una concentración adecuada para que no afecte al 
rendimiento de la Taq polimerasa. Los dNTPs son los “ladrillos” o bases nitrogenadas 
con los que la Taq polimerasa construye las nuevas cadenas de ADN. Son factores 
importantes que contribuyen a la especificidad de la reacción, por ello es importante 
también que su concentración sea la adecuada ya que de lo contrario pueden afectar la 
función de la enzima. 
El proceso de amplificación que se lleva a cabo en un termociclador consta de tres 
etapas principales (ver Figura 28): 
1) Desnaturalización del ADN, que consiste en la ruptura de los puentes de 
hidrógeno que unen las dos cadenas, sometiendo la muestra a una 
temperatura de 95 oC. 
2) Hibridación, alineación de las cadenas desnaturalizadas del ADN con los 
cebadores o primers. Este proceso se lleva a cabo a una temperatura entre 
37- 60 oC. 
3) Extensión (o elongación) de la cadena complementaria que se efectúa a una 
temperatura de 72 oC para que pueda actuar la enzima Taq polimerasa y 
copiar la hebra de ADN molde mediante la adición al extremo 3’ del cebador 
de los distintos dNTPs según la regla de la complementariedad, 
sintetizándose el nuevo ADN en dirección 5’ a 3’. 
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Estas tres etapas constituyen un ciclo y la repetición de este ciclo, generalmente 
entre 20 y 30 veces, resulta en la producción exponencial de millones de copias del 
segmento de ADN específico sometido al proceso. 
 
 
Figura 28. Componentes (A) y etapas (B) de la PCR 
Una vez completada la PCR, se detectan los fragmentos amplificados 
(amplicones) por electroforesis en gel y tinción, generalmente, con bromuro de etidio o 
mediante hibridación con sondas específicas.  
Sin embargo, en la técnica de PCR a tiempo real o cuantitativa (qPCR) a diferencia 
de la PCR convencional es posible la cuantificación de los productos de la PCR. Para ello, 
se utilizan en la reacción, además de los reactivos habituales, una molécula con 
marcador fluoróforo y la reacción se lleva a cabo en un termociclador con lector de 
fluorescencia; de manera que, en cada ciclo de amplificación, este fluoróforo dará lugar 
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a la generación de una señal fluorescente que es proporcional a la cantidad de amplicón 
formado. 
El resultado de una PCR a tiempo real se visualiza en un gráfico de amplificación 
en el que se representa la fluorescencia leída por el termociclador frente al número de 
ciclos de la PCR (ver Figura 29). De esta forma, la curva de amplificación consta de una 
fase inicial donde la producción de fluorescencia (ADN producto) está por debajo del 
nivel de detección del termociclador, una segunda fase en la que se da un incremento 
de la fluorescencia, el cual es en forma exponencial en su inicio, y una tercera fase 
(plateau) donde finaliza la reacción y se estabiliza la fluorescencia (ver Figura 29). En 
este gráfico es posible establecer un valor de fluorescencia umbral (Threshold) que 
señala la zona en la que se produce un cambio significativo en la fluorescencia con 
respecto al ruido de fondo.  
 
Figura 29. Gráfico de amplificación de PCR a tiempo real mostrando las tres fases de la que 
consta 
El punto de intersección de una curva de amplificación con el umbral se 
denomina ciclo umbral, Ct (Threshold Cycle) y se emplea para la cuantificación; ya que 
su valor es inversamente proporcional a la cantidad de ADN molde. Este valor puede ser 
asignado de manera automática por el Software del equipo mediante diferentes 
algoritmos o bien se puede asignar de forma manual. Como toda medida de 
fluorescencia, el valor Ct puede verse afectado por características propias del equipo 
detector, como los filtros utilizados, la ganancia, el tiempo de vida de la lámpara, etc. 
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por lo que no es posible comparar valores de Ct entre diferentes experimentos y/o 
equipos. 
En cuanto a los fluoróforos utilizados para seguir la amplificación del ADN 
durante la PCR en tiempo real, éstos pueden ser de dos tipos: inespecíficos y específicos. 
Los inespecíficos son moléculas que emiten fluorescencia cuando se  intercalan a la 
doble hebra del ADN generado; de manera que cuanto más producto formado más 
fluorescencia. El fluoróforo más usado de este tipo es el SYBR Green, debido a su bajo 
coste. Sin embargo, presenta varias desventajas, ya que no sirve para hacer reacciones 
múltiples y puede unirse a cualquier molécula de ADN de doble cadena, incluyendo 
dímeros de primers. Por eso, es necesario verificar la especificidad de la señal, mediante 
una curva de disociación al final de la reacción que permite comprobar que la señal de 
fluorescencia obtenida se debe solo a la amplificación del ADN molde. 
Los sistemas de detección específicos pueden ser de varios tipos. Los más 
utilizados son oligonucleótidos (sondas) complementarios a una parte intermedia 
del ADN que se quiere amplificar, marcados con un fluoróforo (reportero, R) y un 
inhibidor de la fluorescencia (quencher, Q). De manera que, mientras que la sonda 
está libre la cercanía del inhibidor al fluoróforo anula su fluorescencia por un 
proceso de transferencia de energía de resonancia fluorescente (ver Figura 30). 
Cuando la sonda hibrida con el ADN molde, la enzima Taq polimerasa la hidroliza 
durante la reacción de amplificación de manera que el fluoróforo se separa del 
quencher y emite fluorescencia. La sonda más utilizada de este tipo (sonda de 
hidrólisis) es la TaqMan® (ver Figura 30) .  
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Figura 30. Esquema de la qPCR mediante el empleo de sondas Taqman® 
En la PCR en tiempo real existen dos tipos de cuantificación, la absoluta y la 
relativa. La cuantificación absoluta, generalmente, se utiliza para conocer el número 
exacto de copias amplificadas del ADN molde o la concentración de ADN en una 
muestra. Para llevarla a cabo se requiere trazar una curva de calibrado representando 
los valores de Ct obtenidos para disoluciones de concentración conocida y creciente de 
ADN frente al logaritmo de dicha concentración. Para la preparación de las disoluciones 
patrón se puede utilizar ADN plasmídico, ADN genómico, grandes oligonucleotidos 
comerciales o productos de PCR. Esta curva de calibración permite interpolar 
directamente los valores de Ct de la muestra problema y obtener su concentración. 
Además, la pendiente de la recta proporciona información de la eficiencia de la reacción 
de PCR. 
La cuantificación relativa se utiliza principalmente en ensayos de expresión 
génica, es decir, cuando se desean evaluar los cambios en la expresión de genes en 
distintos estados fisiológicos. Estos cambios se basan en los niveles del ARNm por lo que 
es necesario utilizar la técnica de RT-PCR en tiempo real para medir los niveles de ARNm 
del gen de interés comparados con un gen de referencia que no cambia su expresión a 
pesar de que los estados fisiológicos se modifiquen por diversas causas. Los datos son 
expresados como relativos al gen de referencia y generalmente son referidos como el 
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número de veces en el que aumentaron o decrecieron los niveles de ARNm o en su caso, 
si no hubo cambios. 
A.4.3  Metodologías para la determinación del índice de metilación 
celular 
La mayoría de las metodologías para la determinación del índice de metilación 
celular (SAM/SAH) en diferentes muestras biológicas (tejidos, suero, plasma, etc.) se 
basan en la separación y determinación simultánea de SAM y SAH mediante el empleo 
de la técnica de HPLC-UV en la modalidad de cromatografía de fase inversa con pares 
iónicos292-296 o cromatografía de intercambio catiónico,292,297 así como la técnica de HPLC 
con detección fluorescente después de convertir los analitos en sus derivados 
fluorescentes.298-301 También se han descrito métodos de  electroforesis capilar con 
detección UV302 y métodos de HPLC con detección electroquímica. 303 
Más recientemente se han desarrollado metodologías más sensibles basadas en 
LC-MS304 y LC-MS/MS305,306 que permiten la cuantificación de SAM y SAH presentes en 
suero, orina, plasma o líquido cefalorraquídeo en concentraciones nanomolares, pero 
requieren de  una etapa de extracción en fase sólida (Solid Phase Extraction, SPE). Una 
limitación en la determinación de SAM y SAH se debe a la polaridad de estas moléculas 
que hace que se retengan débilmente en columnas C18 sin la adición de reactivos 
formadores de pares iónicos en las fases móviles. Este factor puede resultar limitante 
cuando se emplean detectores de espectrometría de masas, muy sensibles a la 
composición de las fases móviles. En este sentido, se ha descrito la separación de SAM 
y SAH mediante cromatografía de pares iónicos con ácido heptafluorobutírico, lo que 
permite simplificar la preparación de la muestra.307 En cualquier caso, los límites de 
detección de las técnicas basadas en LC-MS/MS están entre 2-10 nmol L-1 y 1-2,5 nmol 
L-1 para SAM y SAH respectivamente.305-307 
Para evitar el proceso de preparación de la muestra mediante SPE, ya que implica 
la necesidad de usar grandes cantidades de muestra (~1 mL) además de que prolonga el 
tiempo del análisis y aumenta su coste, se propone el empleo de una columna con una 
fase estacionaria de carbono poroso grafitizado (PCG),308  que retiene ambos analitos y 
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los separa de los compuestos que interfieren causando efectos de supresión de la señal 
en el espectrómetro de masas (sin la necesidad de añadir pares iónicos a las fases 
móviles). Con esta estrategia se obtuvieron unos límites de detección de 7,5 nmol L-1 
para SAM y 15 nmol L-1 para SAH.308  
Además de los métodos cromatográficos, existen diversos kit comerciales 
basados en inmunoensayos tipo ELISA que permiten la detección y cuantificación de 
SAM y SAH de forma individual en plasma, suero, lisados celulares y otras muestras de 
fluidos biológicos.309,310 En estos ELISA competitivos directos, la muestra se añade a una 
placa cubierta con un conjugado de SAM o SAH, con una macromolécula. A 
continuación, se añade el anticuerpo (anti-SAH o anti-SAM) marcado con la enzima 
peroxidasa de rábano silvestre (Horseradish Peroxidase, HRP) de manera que el analito 
libre en la muestra y el analito inmovilizado compiten por la unión al anticuerpo. 
Después de una etapa de lavado se añade el sustrato de la HRP (3,3',5,5'-
Tetrametillbencidina) y se mide la absorbancia del producto formado. Las muestras con 
elevados niveles de SAM y SAH se unirán a la mayoría del anticuerpo, que se eliminan 
mediante lavado, resultando en una disminución de la señal, mientras que las muestras 
con bajos niveles de SAM y SAH dejarán más anticuerpo disponible para unirse al 
conjugado, generando un aumento de la señal.  
A.4.4 Métodos para la medida de la actividad de las metiltransferasas 
del ADN 
En los últimos años se han llevado a cabo numerosos estudios para desarrollar 
estrategias adecuadas que permitan medir la actividad de las enzimas metiltransferasas 
del ADN (DNMTs) empleando diferentes técnicas (espectrofotométricas, fluorimétricas, 
quimioluminiscentes, electroquímicas, etc.) como se recoge en un trabajo reciente de 
revisión. 196 En dichas estrategias la actividad de las DNMTasas se evalúa, generalmente, 
utilizando como sustrato de la reacción, fragmentos de ADN marcados con especies 
electroactivas, fluoróforos, nanopartículas, etc. De manera que se mide la cantidad del 
ADN metilado (producto de la reacción) que se genera después del tratamiento con las 
DNMTs (relacionado con la actividad de la enzima) mediante el cambio que se produce 
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en la señal del marcador, muchas veces haciendo uso también de enzimas de 
restricción.196 
Una de las mayores limitaciones de este tipo de estrategias deriva de la 
necesidad de unir las moléculas marcadoras al ADN sustrato, que todavía presenta 
grandes inconvenientes, entre los que se incluyen largos tiempos de preparación y la 
necesidad de personal cualificado. Además, estas marcas pueden interferir sobre la 
interacción entre la DNMTs y el sustrato de ADN y, por tanto, disminuir la actividad de 
la enzima. Otra limitación de muchos de los ensayos descritos es que son bastante 
complicados ya que para medir la señal del marcador (fluorescente, electroquímica) 
necesitan hacer uso de diferentes reacciones acopladas (enzimáticas, inmunoquímicas, 
etc.) que complican el proceso y afectan a la precisión y exactitud de los resultados.196 
Por tanto, existe todavía una necesidad de desarrollar estrategias sencillas libres de 
marcaje para monitorizar la actividad de las DNMTs en muestras biológicas con elevada 
sensibilidad. En este sentido, es necesario comentar, que a pesar de todos los estudios 
realizados hasta la fecha, la mayoría de los ensayos desarrollados solo se han aplicado 
para la medida de la actividad enzimática en ensayos in vitro utilizando enzimas 
comerciales o para estudiar especies inhibidoras de la actividad de las DNMTs.196195 
Dada la enorme variedad de ensayos descritos para la medida de la actividad de 
las DNMTs, a continuación, se procederá a comentar brevemente solo algunos de los 
más representativos.  
Los primeros ensayos desarrollados para medir la actividad de las DNMTs fueron 
los ensayos radioactivos basados en el empleo de SAM marcado con tritio radiactivo 
([CH3-3H]) y un oligonucleótido biotinilado como sustrato; de manera que después de la 
reacción enzimática el oligo metilado se recoge con ayuda de unas bolas magnéticas 
recubiertas de estreptavidina y se mide su radioactividad.311 El ensayo es sencillo, pero 
tiene el inconveniente del empleo de isótopos radiactivos.  
Más recientemente, se han desarrollado ensayos de actividad colorimétricos 
utilizando nanopartículas de oro (AuNPs) que absorben debido al fenómeno de 
resonancia de plasmón de superficie.312 Uno de ellos consiste en recubrir las AuNPs con 
ADN de doble cadena, que contiene una secuencia de reconocimiento de las DNMTs y 
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un tiol terminal en el extremo 5´ en una de las dos cadenas.  Las nanopartículas 
recubiertas están dispersas de forma homogénea en la disolución, de manera que 
cuando se incuban con enzimas exonucleasas se digiere el ADN de su superficie, 
resultando en la agregación de las AuNPs acompañado de un cambio de color de la 
disolución de rojo a violeta. Sin embargo, en presencia de la enzima DNMT, ésta se une 
al ADN de la superficie y el ADN metilado resiste a la digestión con la exonucleasa y, por 
tanto, las AuNPs se mantienen dispersas en disolución.312 De esta manera, se ha 
observado una correlación lineal entre la absorbancia a 526 nm de las AuNPs agregadas 
y la actividad de la DNMT. A pesar de que dicha metodología posee buenos límites de 
detección (0,5 U mL-1) no se ha aplicado al análisis de muestras biológicas. 312 
Existen además kits comerciales para realizar estudios de actividad/inhibición de 
las DNMTs basados en un inmunoensayo tipo ELISA.313-315 En dicho inmunoensayo, el 
sustrato, ADN rico en citosinas, se encuentra unido a los pocillos de una placa. Una vez 
finalizada la reacción de metilación por las enzimas DNMTs, el ADN metilado puede ser 
reconocido con un anticuerpo específico de la 5-metilcitosina y a continuación se añade 
un anticuerpo secundario marcado con HRP y el sustrato (3,3',5,5'-Tetrametillbencidina) 
de la HRP. La relación o cantidad de ADN metilado, el cual es proporcional a la actividad 
de la DNMT, puede ser cuantificado mediante una recta patrón obtenida con 
concentraciones crecientes de enzima midiendo la absorbancia del producto formado 
en la reacción de la HRP.314 
En cuanto a los ensayos de actividad basados en medidas fluorescentes son de 
los más numerosos dada la elevada sensibilidad de dichas medidas. Estos ensayos se 
pueden clasificar en dos grupos196: ensayos directos y ensayos con amplificación. Los 
ensayos con amplificación tienen mejor sensibilidad que los directos pero tienen un 
mayor coste e involucran numerosas etapas largas y complicadas.196 
En muchos de los ensayos fluorescentes directos la generación de la señal se 
consigue mediante el proceso de transferencia de energía por resonancia de 
fluorescencia (Fluorescence Resonance Energy Transfer,FRET) utilizando como sustrato 
para el ensayo ADN marcado con un fluoróforo y un inhibidor de la fluorescencia 
(quencher, Q).316 De manera que cuando la distancia entre ellos es pequeña se produce 
80|INTRODUCCIÓN 
  
 
 
la transferencia de energía del fluoróforo al desactivador y se extingue la fluorescencia. 
Un ejemplo de este tipo de ensayos se esquematiza en la Figura 31. 317 En este ensayo 
se utiliza como sustrato un fragmento de ADN con forma de horquilla (hairpin) con el 
fluoróforo (TAMRA) y el desactivador (DABCYL) unidos en sus extremos. De tal manera 
que esta sonda de ADN no emite fluorescencia dada la proximidad entre el fluoróforo y 
el desactivador.  Una vez que la sonda es metilada por acción de las DNMTs, una 
endonucleasa de restricción DpnI corta la sonda en los sitios metilados, produciendo 
cadenas de ADN sencillo y fragmentos muy pequeños de ADN de doble hebra (menores 
de 10 pb) marcados con el fluoróforo y el desactivador.  Estos fragmentos  se 
desnaturalizan rápidamente con lo que el fluoróforo queda libre del desactivador y 
emite fluorescencia (ver Figura 31). Uno de los requisitos fundamentales de este tipo de 
ensayos es diseñar correctamente las sondas de ADN marcadas que actúan de 
sustratos.317 Además, el principal inconveniente de esta metodología (a pesar de ser 
muy sensible, tiene límites de detección de 0,8 U mL-1) es que, al tratar de estudiar el 
efecto inhibidor de ciertos fármacos, se observó que la endonucleasa de restricción DnpI 
se desactiva por la presencia de determinados fármacos antitumorales. De manera que 
este hecho limita la versatilidad de dichos ensayos en contextos clínicos. Además, esta 
metodología no se ha probado en muestras biológicas, algo esencial para evaluar su 
aplicabilidad. 
 
Figura 31. Representación esquemática de un ensayo para la medida de la actividad de las 
DNMTasas basado en el empleo de un fluoróforo (TAMRA) y un desactivador(DABCYL) unidos a 
sondas de ADN. Editado de la referencia 317 
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También se han desarrollado ensayos de actividad quimioluminiscentes que 
presentan la ventaja, frente a los ensayos basados en medidas de absorbancia o 
fluorescencia, de la sencillez de la instrumentación (no se requiere de una fuente de 
radiación ni de una óptica sofisticada). Además, los métodos quimioluminiscentes 
tienen una enorme sensibilidad debida a la ausencia de radiación de fondo. Por otro 
lado, su principal inconveniente es que hay pocas reacciones quimiolumiscentes. Suele 
emplearse el sistema luminol-peroxidasa-H2O2, en el que el luminol emite radiación al 
oxidarse a 3-aminoftalato por el peróxido de hidrógeno utilizando la enzima peroxidasa 
de rábano silvestre (HRP) como catalizador.318  Esta reacción se utiliza en kit comerciales 
para realizar estudios de actividad/inhibición de las DNMTs basados en un 
inmunoensayo tipo ELISA. El principio de operación es el mismo que en de los ensayos 
ELISA colorimétricos, ya comentados, solamente que en la etapa final de detección la 
cantidad del ADN metilado se determina mediante la medida de la quimioluminiscencia 
catalizada por la HRP presente en el anticuerpo secundario.318  
Finalmente, también se han propuesto muchos ensayos electroquímicos de 
actividad de las DNMTs tanto directos como amplificados que son ventajosos frente a 
otros tipos de ensayos debido a su bajo coste, su sensibilidad, la posibilidad de 
monitorización in situ y su gran susceptibilidad a la miniaturización.196 Algunas de estas 
metodologías electroquímicas desarrolladas recientemente incluyen el empleo de 
endonucleasas de restricción junto con sustratos de ADN marcados con especies que 
permitan generar una señal eléctrica mediante diferentes mecanismos como son 
[Ru(NH3)6]3+,319 ferroceno y sus derivados,320,321 azul de metileno,322  nanotubos de 
carbono,323 grafeno,324 óxido de grafeno,325 etc. Sin embargo, de nuevo, todos ellos se 
emplean para el estudio de inhibidores de la actividad enzimática, pero sin aplicar a 
muestras biológicas. 
En este sentido, recientemente, se ha desarrollado un ensayo electroquímico 
que se ha empleado para la detección de la actividad de las DNMTs en muestras de 
lisados de biopsias de cáncer colorrectal.326 Dicho método, que se muestra 
esquemáticamente en la Figura 32, emplea electrodos recubiertos de un fragmento de 
ADN marcado con el agente intercalante azul de metileno (Methylene Blue, MB) que es 
la marca electroactiva que produce la señal al actuar como electrocatalizador, 
82|INTRODUCCIÓN 
  
 
 
reduciéndose a leucometileno (Leucomethylene Blue, LB). Estos electrodos se ponen en 
contacto, en primer lugar, con las muestras de lisado y, a continuación, se trata al ADN 
con una enzima de restricción sensible a la metilación (BssHII, violeta). De manera que 
si las DNMTs (verde) están presentes en la muestra, el ADN situado en el electrodo se 
metilará por completo y la enzima de restricción no será capaz de cortarlo observándose 
una señal electroquímica. Si, por el contrario, la DNMT no está presente, el ADN no se 
metilará más y la enzima de restricción lo cortará disminuyendo significativamente la 
cantidad de ADN en la superficie y, por tanto, disminuyendo la señal electroquímica 
asociada con el azul de metileno. Además, dicha metodología permite distinguir entre 
tejido colorrectal de pacientes sanos de tejido tumoral a través de la diferencia de la 
actividad de la DNMT1.326  
  
Figura 32. Plataforma electroquímica (derecha) y esquema (izquierda) para la detección de 
metiltransferasa humana a partir de lisados celulares.326
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B.  OBJETIVOS GENERALES 
De acuerdo con lo expuesto en la introducción, casi el 50% de los pacientes con 
cáncer presentan tumores que son resistentes a los fármacos actualmente empleados y 
muchos de ellos han desarrollado resistencia durante el curso del tratamiento a pesar 
de haber presentado una respuesta inicial positiva al mismo. De manera que se estima 
que la resistencia a la quimioterapia contribuye a más del 90% de las muertes por 
cáncer. Por lo tanto, el estudio del fenómeno de la resistencia al tratamiento con 
cisplatino específicamente que surge en diversos tipos de cáncer resulta esencial para 
poder desarrollar farmacologías de tratamiento alternativas. En este sentido, la 
búsqueda de potenciales biomarcadores que predigan dicha resistencia de forma 
sensible y su determinación en muestras biológicas constituye un gran desafío no sólo 
para la clínica, por el potencial de pronóstico, diagnóstico y aplicación terapéutica que 
su descubrimiento y aplicación conlleva, sino también para la química analítica. 
Por lo tanto, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral es el desarrollo de 
nuevas estrategias analíticas para la determinación de posibles biomarcadores de 
resistencia al cisplatino y su aplicación en el estudio de modelos celulares de cáncer de 
ovario. 
Este objetivo general se abordará a través de una serie de objetivos parciales o 
específicos que se enuncian a continuación y que se detallarán, posteriormente y de 
forma individual, en cada uno de los capítulos de la presente Tesis: 
 
1. Desarrollo de metodologías analíticas para la cuantificación del nivel de metilación 
del ADN (a nivel global y en genes específicos) y su aplicación al análisis de muestras 
de ADN extraído de cultivos celulares de cáncer de ovario tanto sensibles (A2780) 
como resistentes a cisplatino (A2780cis). Este objetivo se llevará a cabo mediante el 
acoplamiento de la cromatografía de líquidos para la separación de los nucleótidos 
del ADN a dos tipos de detección: absorción VIS-UV y medida del 31P mediante ICP-
MS. Además, la metodología desarrollada se aplicará al estudio del nivel de 
metilación de la región promotora de diferentes genes implicados en procesos de 
apoptosis (ERCC1, POLQ y ERCC4) y de reparación de los daños inducidos en el ADN 
86|OBJETIVOS  
 
 
por el cisplatino (TP53, BAX, BCL-2 y CASP3). Este estudio se llevará a cabo en dichas 
líneas celulares sensibles y resistentes a cisplatino (A2780 y A2780cis).       
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                           
2. Puesta a punto de metodologías analíticas sensibles y selectivas para la cuantificación 
del índice de metilación (relación S-adenosilmetionina/S-adenosilhomocisteína, 
SAM/SAH) en células en cultivo. Se llevará a cabo la comparación de tres 
metodologías que permiten la separación y cuantificación de ambos compuestos: 
HPLC-UV, HPLC-ICP-MS (mediante la monitorización del 32S) y LC-MS/MS. Finalmente, 
la metodología con mejores características analíticas se aplicará al estudio del índice 
de metilación en cultivos celulares de cáncer de ovario tanto sensibles (A2780) como 
resistentes a cisplatino (A2780cis) y se intentará correlacionar los niveles de 
metilación del ADN con la relación SAM/SAH en las mismas muestras. 
 
3. Desarrollo de una nueva estrategia analítica que permita el estudio de la actividad de 
las enzimas metiltransferasas del ADN en cultivos celulares mediante la 
determinación del producto de la reacción (el nucleótido metilado, 5mdCMP) 
empleando la técnica de HPLC-UV desarrollada en el primer objetivo de la Tesis. Para 
ello, se obtendrá una correlación entre la actividad de la enzima y la concentración 
de 5mdCMP bajo las condiciones optimizadas empleando como sustrato tanto ADN 
semimetilado como no metilado y la metiltransferasa M.SssI como enzima modelo. 
Finalmente se aplicará dicha metodología a extractos nucleares de células de cáncer 
de ovario para evaluar la posibilidad de la existencia de efectos de matriz. 
 
4. Evaluación del número de copias de genes y su aplicación como biomarcadores de 
resistencia. Se desarrollarán metodologías analíticas para la cuantificación de la 
variación del número de copias de genes y evaluación del efecto del tratamiento con 
cisplatino de una línea celular deficiente en el sistema NER. Este objetivo se llevará a 
cabo a través del empleo de un sistema de electroforesis en gel de agarosa acoplado 
en línea al detector ICP-MS, monitorizando la señal del 31P constitutivo del ADN en 
combinación con la amplificación mediante la reacción en cadena de la polimerasa 
(PCR) a punto final. Se evaluará la capacidad de dicha metodología para llevar a cabo 
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el análisis de un solo gen (POLQ); así como de múltiples genes (GSTM1, CCNE1, ACTB 
y HER2) todos ellos relacionados con la resistencia a cisplatino.
EXPERIMENTAL 
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C.  EXPERIMENTAL 
En este apartado se hará una descripción general de los equipos y materiales más 
utilizados para la realización de la presente Tesis Doctoral; así como una breve 
descripción de los reactivos y las muestras empleadas. En la sección instrumental se 
expondrán, en primer lugar, las principales características de los equipos de 
espectrometría de masas utilizados como sistemas de detección en cromatografía y 
electroforesis; a continuación, se hará una breve descripción de los equipos de 
separación empleados (cromatografía de líquidos y electroforesis en gel) y, finalmente, 
se recopilarán otras instrumentaciones complementarias utilizadas. 
C.1 Instrumentación  
C.1.1 Espectrómetro de masas con fuente de plasma de acoplamiento 
inductivo (Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry, ICP-
MS) 
En el espectrómetro de ICP-MS se generan iones a partir de los elementos de la 
muestra a analizar en un plasma de Ar a presión atmosférica, estos iones son dirigidos a 
través de una interfase hacia el analizador de masas, donde son separados según su 
relación m/z para su posterior detección.  
El plasma ICP (gas altamente ionizado y conductor de la electricidad) se forma en 
una antorcha de cuarzo que consiste en tres tubos concéntricos de diámetro variable, 
rodeada de una bobina de inducción a la que se aplica una determinada potencia de 
radiofrecuencias (Figura 33). Por el tubo central circula el flujo de Ar (0,8-1,5 L min-1) 
que transporta el aerosol de la muestra formado previamente en un nebulizador. Por el 
canal intermedio fluye el Ar auxiliar (0,7-1 L min-1) que centra el plasma y por el canal 
exterior fluye, de forma tangencial, el Ar (15 L min-1) necesario para formar el plasma y 
refrigerar la antorcha. El plasma se genera en la zona de inducción (Figura 33). Para 
iniciar el plasma, el Ar es sembrado con electrones mediante una chispa generada con 
un Tesla. Los electrones son entonces acelerados en el campo magnético inducido por 
la aplicación de las radiofrecuencias en la bobina de cobre que rodea la antorcha, 
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colisionando con los átomos neutros de Ar e ionizándolos. Los iones y los electrones así 
formados continúan colisionando entre sí, manteniendo el plasma mientras se 
mantenga el campo de radiofrecuencias. El plasma resultante es una bola de gas 
brillante con forma anular y con una temperatura de operación entre 5.000 y 10.000 K 
(ver Figura 33). Por tanto, cuando el aerosol de la muestra llega al plasma, este posee 
energía suficiente para provocar la casi total destrucción de la matriz de la muestra y la 
desolvatación, vaporización, atomización e ionización de todos sus componentes 
formando, principalmente, iones monoatómicos y monopositivos. 
 
Figura 33. Esquema de la fuente de ionización del plasma ICP 
Los iones formados en el plasma son conducidos hacia el analizador de masas a 
través de una interfase de extracción que comprende el espacio delimitado entre dos 
conos metálicos (Figura 34): un cono de muestreo (sampler), con un orificio aproximado 
de 1 mm de diámetro interno, y un cono de extracción (skimmer), con un orificio de 0,4 
mm de diámetro interno. Dicha interfase de extracción se encuentra a vacío de, 
aproximadamente, 1-2 torr y permite que los iones generados en el plasma a presión 
atmosférica lleguen a la zona del analizador, que se encuentra a alto vacío, de la forma 
más eficaz posible. A pesar de ello, solo el 1 %, aproximadamente de los iones formados 
en el plasma pasa a través de esta interfase de extracción. 
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Figura 34. Esquema de la antorcha e interfase del ICP-MS 
Cuando los iones salen de la interfase de extracción pasan por un sistema de 
lentes electrostáticas (Figura 34), cilindros metálicos sometidos a voltajes variables, que 
enfocan todos los iones independientemente de su m/z en un haz estrecho hacia el 
analizador de masas, minimizando la entrada de otras especies (como átomos neutros 
o fotones) al mismo. Una vez en el analizador de masas, los iones se separan en función 
de su relación m/z. Dependiendo del equipo de ICP-MS, el analizador de masas es 
diferente (tipo cuadrupolo, tiempo de vuelo, doble enfoque). Finalmente, solo los iones 
seleccionados son detectados por un multiplicador de electrones secundarios 
(Secondary Electron Multiplier, SEM) que funciona en modo digital o en modo analógico 
(dependiendo de la intensidad de los iones). 
Con objeto de minimizar o eliminar las posibles interferencias poliatómicas que 
afectan a los analitos objeto de estudio (P y S) en la presente Tesis Doctoral, se empleó 
un equipo de ICP-MS de doble enfoque o alta resolución (ICP-DF-MS) modelo Thermo 
Electron Element 2 de Thermo Fisher Scientific (Bremen, Alemania). Este equipo, 
dispone de un nebulizador concéntrico convencional, una cámara de nebulización de 
doble paso tipo Scott de Pyrex sin refrigeración y una antorcha de cuarzo tipo Fassel, 
con un canal central de 1 mm de diámetro interno. Los conos de la interfase de 
extracción, sampler y skimmer, son de níquel, con un diámetro interno de 1 mm y 0,5 
mm, respectivamente. El analizador de masas es de doble enfoque y el detector del 
equipo es un SEM. El analizador de doble enfoque, cuyo esquema se muestra en la 
Lentes
Sampler
RF
Antorcha
Skimmer
Plasma
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Figura 35 está formado por un sector magnético y un sector electrostático dispuestos 
conforme a una geometría Nier-Johnson inversa (el enfoque magnético se realiza 
previamente al electrostático). Los iones procedentes de la interfase de extracción son 
enfocados a través de las lentes a una rendija de entrada al analizador de apertura 
variable y perpendicular al campo magnético. Manteniendo fijo el voltaje y variando el 
campo magnético, los iones siguen trayectorias diferentes y se separan según su 
relación m/z. La rendija de salida selecciona los iones de una m/z específica, que pasan 
al sector electrostático donde se aplica un potencial de corriente continua que permite 
diferenciar entre aquellos iones que presentan la misma m/z pero distinta energía 
cinética.  
 
Figura 35. Esquema del equipo de ICP-DF-MS modelo Thermo Element 2 
El poder de resolución (R), capacidad de un espectrómetro de masas para 
distinguir entre masas próximas, se ajusta variando los diámetros de las rendijas de 
entrada y salida. Este equipo permite trabajar en tres tipos de resolución: baja 
resolución (R = 300), lo que supondría tener las rendijas abiertas al máximo, o 
sucesivamente más cerradas en los modos de media resolución (R = 4000) y alta 
resolución (R = 10.000). Es importante destacar que una mayor resolución implica una 
menor apertura de las rendijas, por lo que la sensibilidad se ve disminuida. 
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C.1.2 Espectrómetro de masas en tándem con fuente de ionización por 
electronebulización (Electrospray Ionization tandem Mass 
Spectrometry, ESI-MS/MS) 
En el espectrómetro de ESI-MS/MS la muestra disuelta en un disolvente polar y 
volátil se hace pasar por un capilar de acero inoxidable (70-150 μm de diámetro interno) 
a un flujo de 0,5-400 μL min-1. La punta de dicho capilar está sometida a un potencial de 
unos 3-6 kV con respecto a un contra-electrodo cilíndrico que lo rodea situado justo 
antes del primer cono de la interfase de extracción de los iones hacia el analizador de 
masas (Figura 36). De esta manera, la muestra se transforma en un aerosol formado por 
pequeñas gotas altamente cargadas que son atraídas por el cátodo a la entrada del 
analizador de masas; de forma que el aerosol se expande en la cámara que se encuentra 
a presión atmosférica. Normalmente, se emplea un flujo de gas (típicamente N2) 
alrededor del capilar para ayudar a la formación del aerosol y la desolvatación posterior 
del líquido.  Como se observa en la Figura 36 durante el transporte desde la región a 
presión atmosférica al alto vacío del analizador de masas, las gotas decrecen en tamaño 
lo que aumenta su densidad de carga hasta que las fuerzas repulsivas entre las cargas 
es superior a la tensión superficial que mantiene a la gota, produciéndose la desorción 
de los iones del analito en fase gas desde la gota (explosión de Coulomb). A 
continuación, estos iones completamente desolvatados son acelerados por campos 
eléctricos hacia el interior del analizador de masas (tipo cuadrupolo, tiempo de vuelo o 
una trampa de iones) lo que no ocurre con las moléculas de disolvente no cargadas. En 
el analizador de masas los iones se separan en función de su relación m/z para su 
posterior detección. Los iones formados en la fuente ESI son iones moleculares intactos 
del analito, monocargados para las moléculas orgánicas pequeñas y multi-cargados en 
el caso de moléculas más grandes. Además, se puede trabajar en modo positivo o 
negativo en función de la polaridad del voltaje aplicado en el capilar. 
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Figura 36. Representación esquemática de la fuente de ionización ESI 
En los equipos de ESI-MS/MS la fuente ESI está acoplada a dos analizadores de 
masas separados por una cámara de colisión. De esta manera se pueden analizar 
selectivamente iones específicos en una mezcla compleja. Así, el primer analizador de 
masas (MS-1) se utiliza para seleccionar un ión con un valor de m/z determinado entre 
los iones producidos en la fuente ESI. Seguidamente, este ion, denominado ion 
precursor, se introduce en una cámara de colisión presurizada con un gas inerte (helio, 
nitrógeno o argón) donde por colisión con las moléculas del gas se fragmenta de manera 
controlada en iones más pequeños denominados iones producto. Estos iones producto 
se separan en el segundo analizador de masas (MS-2) dando lugar a un espectro de 
masas de los iones producto del ion precursor seleccionado. Este proceso se puede 
repetir para diferentes iones precursores dentro de una misma muestra. 
La técnica de MS/MS presenta una mayor sensibilidad y selectividad que la 
técnica de MS simple. Además, en un espectrómetro de masas en tándem se puede 
trabajar de diferentes modos, entre ellos:  
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Barrido de iones producto (Product Ion Scan): el primer analizador de masas se 
utiliza para monitorizar selectivamente un determinado ion (Single Ion Monitoring, SIM) 
procedente de un compuesto. Este ion se fragmenta en la celda de colisión y los 
fragmentos se analizan en el segundo analizador de masas en modo barrido o SCAN. 
Barrido de iones precursores (Precursor Ion Scan): en el primer analizador de 
masas se hace un barrido de los iones procedentes de una muestra (SCAN), se 
fragmentan en la celda de colisión y se envían hacia el segundo analizador que 
selecciona solamente un solo ion producto (modo SIM).  
Monitorización de Reacciones Múltiples (Multiple Reaction Monitoring, MRM): 
los dos analizadores de masas trabajan en modo SIM. En el primer analizador se 
selecciona un determinado ion que se fragmenta en la celda de colisión y un 
determinado ion producto se monitoriza en el segundo analizador. Cada combinación 
ion precursor/ion producto se le denomina transición. Este modo de trabajo permite la 
cuantificación de compuestos conocidos con gran sensibilidad y selectividad. 
En la presente Tesis se empleó un equipo de ESI-MS/MS de triple cuadrupolo, 
con tecnología Jet-Stream, modelo 6460 de Agilent Technologies (Agilent Technologies, 
Santa Clara, CA, EE.UU). En la Figura 37, se muestra el sistema Jet-Stream de la fuente 
ESI del equipo que difiere de las fuentes convencionales en la presencia de un flujo de 
gas nitrógeno caliente (sheat gas flow) que confina el aerosol que se genera en la punta 
del capilar de la fuente ESI (focalización por gradiente térmico) de manera que mejora 
la desolvatación y crea una zona de alta densidad de iones en la entrada del capilar que 
lleva los iones al analizador de masas (capilar de muestreo). Esto permite una 
disposición ortogonal del acoplamiento ESI-MS que mejora la sensibilidad y la 
transmisión iónica. Además, permite un cambio de polaridad rápido ya que utiliza un 
capilar de muestreo dieléctrico que tiene un recubrimiento de platino en los extremos 
para establecer una diferencia de potencial entre los mismos. 
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Figura 37. Esquema de la fuente de ionización ESI con tecnología jet -stream 
Como se muestra en la Figura 38, a continuación del capilar de muestreo se 
encuentra un octapolo que enfoca los iones hacia el primer cuadrupolo del analizador 
de masas separado del segundo analizador de masas por un hexapolo presurizado con 
nitrógeno que actúa de celda de colisión. Mediante la aplicación de una diferencia de 
potencial entre la entrada y la salida de la celda de colisión (energía de colisión) los iones 
precursores que entran en la celda colisionan con las moléculas de gas neutras y se 
fragmentan por disociación inducida por colisión (Collision Induced Dissociation, CID). 
Tras la celda de colisión se sitúa el segundo cuadrupolo que separa los iones fragmento 
que finalmente llegan al detector que consta de un dínodo de alta energía (High-Energy 
Dynode Detector, HED) que puede trabajar en modo de adquisición positivo o negativo.  
 
Figura 38. Esquema del equipo de ESI-MS/MS de triple cuadrupolo, modelo Agilent 6460 
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C.1.3 Equipos de cromatografía de líquidos de alta resolución (High 
Performance Liquid Chromatograpy, HPLC) 
- Equipo de HPLC-ICP-MS compuesto por una bomba de alta presión de doble pistón 
Shimadzu LC-20AD (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japón) y una válvula de inyección 
Rheodyne modelo 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, EE.UU) con bucles de inyección de peek 
de 20 y 50 µL de capacidad. Como detector se empleó el equipo ICP-DF-MS Thermo 
Electron Element 2 que se acopló al HPLC simplemente mediante un tubo de peek que 
une la salida de la columna cromatográfica con la entrada del nebulizador Meinhard del 
ICP-MS. El tubo tiene una longitud lo más pequeña posible para evitar volúmenes 
muertos y ensanchamiento de los picos cromatográficos. 
- Equipo de HPLC-UV-VIS modelo Agilent 1100 series convencional (Agilent 
Technologies, Waldbronn, Alemania) que consta de una bomba cuaternaria, un 
desgasificador, un automuestreador, un sistema de termostatización de las columnas y 
un detector de diodos (Diode-Array Detector, DAD) UV-VIS con lámparas de Deuterio y 
Wolframio con un rango de longitudes de onda de 190 a 950 nm. 
- Equipo de HPLC-ESI-MS/MS compuesto por un cromatógrafo de líquidos modelo 1290 
Infinity (Agilent Technologies) equipado con un desgasificador, una bomba binaria, un 
inyector automático y un compartimento termostatizado de columna, acoplado a un 
detector de ESI-MS/MS de triple cuadrupolo, con tecnología Jet-Stream, modelo 6460 
de Agilent Technologies. 
C.1.4 Sistema de electroforesis en gel (Gel Electrophoresis, GE)-ICP-MS 
El sistema de GE-ICP-MS empleado está compuesto por un dispositivo de 
electroforesis en gel cilíndrico modelo Mini Prep Cell de Bio-Rad laboratories (Munich, 
Alemania) que opera en vertical y en continuo, de manera que permite la recogida 
inmediata de los analitos tras su separación sin necesidad de pasos previos de extracción 
y eliminación del gel. Además, también permite arrastrar a los analitos separados hacia 
un sistema de detección continuo típico de HPLC (espectrofotométrico, fluorimétrico o 
de MS). 
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El sistema Mini Prep Cell está formado, como se puede ver en la Figura 39, por 
dos cámara acrílicas (superior e inferior) que se llenan de disoluciones tampón 
adecuadas; una zona de elución sobre la que se apoya el tubo de vidrio que contiene el 
gel de separación; y dos electrodos de platino convertibles, que se encuentran en la 
cámara acrílica superior y que se conectan con un generador de alto voltaje o fuente de 
alimentación, modelo Power Pac de Bio-Rad Laboratories que proporciona la diferencia 
de potencial entre los electrodos y el consiguiente campo eléctrico. 
 
Figura 39. Esquema del sistema de GE-MiniPrep con detalle de la zona o cámara de elución 
La cámara acrílica superior consta de dos compartimentos tal y como se muestra 
en la Figura 39: el exterior, que se rellena con el tampón de elución, y el interior, que 
contiene el tampón de electroforesis. El volumen del tampón de electroforesis de la 
cámara superior debe cubrir por completo el tubo de vidrio que contiene el gel, lo que 
supone un volumen aproximado de 100 mL. La cámara inferior, además de contener el 
tampón de electroforesis, actúa como soporte físico del sistema. El tampón de este 
compartimento debe cubrir por completo el electrodo inferior, lo que supone un 
volumen aproximado de 400 mL. 
El gel de separación se encuentra embebido en un tubo de vidrio de 130 mm de 
longitud con un diámetro interior de 3 mm y un diámetro exterior exterior de 9 mm, que 
se coloca sobre la zona de elución siendo fijado a través de una junta de goma, e 
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integrado por completo con el resto de los componentes de la zona de elución gracias 
al ajuste con tres tornillos. Esta zona de elución que se muestra en la Figura 40 está 
formada por dos discos de metacrilato (un disco fijo, sobre el que están los tornillos, y 
otro móvil, sobre el que se colocan las membranas y al que se fijan los tornillos) y se 
conecta con la cámara acrílica superior a través de un tubo de goma (5 mm de diámetro) 
cuya función es transportar el tampón de elución desde el compartimento superior 
hasta la salida del tubo que contiene el gel de separación. La muestra se coloca en la 
parte superior del gel manualmente con una aguja Sterican (Braun, VetCare, España) 
acoplada a una micropipeta. 
 
Figura 40. Esquema de la zona o cámara de elución del sistema GE-MiniPrep 
La zona de elución es la parte más característica del sistema GE Mini Prep, puesto 
que a través de ella entran en contacto el tampón de elución y los analitos separados 
procedentes del gel de separación, de manera que dichos analitos son arrastrados por 
el tampón de elución haciendo posible su recolección o bien su transporte hacia el 
sistema de detección, como fue el caso de esta Tesis. Durante el arrastre, tanto los iones 
del tampón de electroforesis como los analitos atraviesan el filtro de elución (ver Figura 
40) y es la membrana de diálisis, situada a continuación, la que evita que las moléculas 
de analito migren hacia la cámara inferior. Sin embargo, permite el paso de los iones del 
tampón para mantener así el flujo de corriente. Para facilitar el transporte de los analitos 
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separados hacia el detector, se fijó un tubo (canal de elución) de, aproximadamente, 1 
mm de diámetro interno en la parte final de la zona de elución. 
Para la detección el sistema de GE-MiniPrep se acopló al ICP-MS Thermo Element 
2. Este acoplamiento es muy sencillo, consiste simplemente en la conexión del tubo del 
nebulizador del ICP con el canal de elución del sistema de GE a través de un tubo de 
goma inerte. Para impulsar a los analitos eluidos a través de dicho tubo se utiliza una 
bomba peristáltica que trabaja a un flujo de 700 µL min-1. 
C.1.5 Instrumentación complementaria 
- Espectrofotómetro modelo NanoDrop 2000c de Thermo Scientific (Delaware, EE.UU). 
Es un espectrofotómetro de UV-visible de espectro completo utilizado para cuantificar 
y evaluar la pureza de ADN, ARN y proteínas. Permite la medida de microvolúmenes de 
muestras, tan pequeños como 0,5 µL, que se depositan directamente sobre una 
membrana donde quedan retenidos por tensión superficial. 
- Termociclador modelo MWG Biotech Inc. Primus 25 de Cole-Parmer (Madrid, España) 
que se utilizó para llevar a cabo las distintas reacciones en cadena de la polimerasa 
(Polymerase Chain Reaction, PCR). 
- Balanza analítica modelo XB 220 A de Precisa (Dietikon, Suiza). 
- Centrífuga modelo Heraeus de Biofuge Stratos (Hanau, Alemania). 
-Microcentrífuga Eppendorf®modelo MiniSpin Plus® de Eppendorf (Hamburgo, 
Alemania). 
- pH-metro modelo micro-pH2000 de Crison Instruments S.A (Barcelona, España). 
- Estufa modelo 200 de J. P. Selecta (Barcelona, España)  
- Agitador vortex modelo zx3 de VELP Scientifica (Usmate, Italia)  
- Baño de ultrasonidos modelo Ultrasons 3000514 de J. P. Selecta. 
- Concentrador centrífugo equipado con una bomba de vacío modelo Concentrator 
5301 de Eppendorf. 
- Baño de agua termostatizado de control digital modelo Digiterm 100 de J.P. Selecta  
- Sonda digital para el control de la temperatura modelo ETS-D4 fuzzy de IKA®WERKE 
(Staufen, Alemania) acoplada a una placa calefactora modelo RCT basic de IKA®. 
- Termobloque modelo Thermomixer C de Eppendorf. 
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C.2  Materiales, reactivos y disoluciones 
- Pipetas pasteur de 1,5 y 3 mL de Brand (Wertheim, Alemania) 
- Micropipetas de distinto volumen: 1-10 μL, 10-100 μL, 100-1000 μL de Eppendorf. 
- Tips para micropipetas de Eppendorf. 
- Viales de vidrio de 7 mL con tapón de Supelco (Bellefonte, Pennsylvania, EE.UU). 
- Columna de HPLC de intercambio aniónico, Tracer Extrasil SAX (200 x 4,6 mm, 5 μm 
tamaño de partícula) de Teknokroma Analítica S.A. (Barcelona, Spain). 
- Columna de HPLC de intercambio aniónico, Mono QTM 5/50 GL (50 × 5 mm, 10 μm de 
tamaño de partícula) de GE Healthcare Bio-Sciences (Uppsala, Suecia).  
- Columna de HPLC Intercambio catiónico, Mono S 4.6/100 PE (100 x 4,6 mm, 10 μm de 
tamaño de partícula) de GE Healthcare Bio-Sciences. 
- Columna de HPLC de fase inversa, Eclipse XDB C18 (150 × 4,6 mm, 5 µm de tamaño de 
partícula) de Agilent Technologies.  
- Columna de exclusión por tamaños Superdex Peptide 10/300 GL (300 x 10 mm) de GE 
Healthcare Bio-Sciences. 
- Columna de UHPLC (Ultra High Performance Liquid Chromatography) de fase inversa, 
Zorbax Eclipse Plus C18 (50 mm × 2,1 mm, 1,8 µm de tamaño de partícula) de Agilent 
Technologies.  
- Columna de afinidad, TSK-GEL® Boronate-5PW (75 x 7,5 mm, 10 μm de tamaño de 
partícula) de Tosoh Bioscience GMBH (Stuttgart, Alemania). 
- Kit PureLink™ Genomic DNA Mini Kit de Invitrogen (Carlsbad, EE.UU). 
- Kit Illustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit de GE Healthcare (Barcelona, 
España). 
- Membranas de ultracentrifugación de 10 KDa Amicon® Ultra-0,5 mL de Merck Millipore 
(Darmstadt, Alemania). 
- Kit EpiQuikTM Nuclear Extraction Kit I de Epigentek (Farmingdale, Nueva York, EE.UU).  
- Kit CpG MethylQuest DNA Isolation kit de Merck Millipore (Darmstadt, Alemania). 
- Cartuchos de extracción en fase sólida (Solid Phase Extraction, SPE) de afinidad Bond 
ELUT-PBA, 100 mg, 1 mL de Agilent Technologies (Lake Forest, CA, EE.UU). 
 - Perlas magnéticas cubiertas de estreptavidina, Dynabeads® MyOneTM Streptavidin C1 
magnetic beads de Thermo Fisher Scientific. 
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- Agua ultrapura (18 MΩ x cm) obtenida mediante un sistema Milli-Q System Advantage 
de Millipore (Bedford, MA, EE.UU) para el lavado del material del laboratorio y la 
preparación de las disoluciones acuosas. 
- Reactivos de grado analítico para la preparación de las fases móviles utilizadas en las 
diferentes separaciones cromatográficas y/o las disoluciones reguladoras utilizadas en 
las separaciones electroforéticas: acetato amónico (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), 
ácido fosfórico (85% p/v) (Sigma-Aldrich), dihidrógenofosfato amónico (Merck 
Millipore), hidróxido amónico (28% p/v) (Merck Millipore), ácido malónico  (Sigma-
Aldrich),  amoniaco  (25%  p/v) (Merck Millipore), ácido clorhídrico (37% p/v) (Merck 
Millipore), formiato amónico (Sigma-Aldrich), ácido fórmico (Merck Millipore), cloruro 
de magnesio (Sigma-Aldrich), ácido acético (Fisher Scientific, Madrid, España), formiato 
amónico (Sigma-Aldrich) e hidróxido sódico (Merck Millipore).  
- Disolventes de grado HPLC para la preparación de las fases móviles cromatográficas: 
metanol (Fisher Scientific) y acetonitrilo (Fisher Scientific)  
- Disolución patrón de fosforo de 1000 mg L-1 en HNO3 al 0,1 % (Merck). A partir de esta 
disolución se preparan las disoluciones de trabajo por dilución con nítrico al 2 %.   
- Disolución patrón de azufre de 1000 mg L-1 en HNO3 al 0,1 % (Merck). A partir de esta 
disolución se preparan las disoluciones de trabajo por dilución con nítrico al 2 %.  
- Disoluciones patrón de los cuatro nucleótidos del ADN: 2´-desoxiguanosina 5´-
monofosfato (dGMP), 2´-desoxiadenosina 5´-monofosfato (dAMP), 2´-desoxicitidina 5´-
monofosfato (dCMP) y 2´-desoxitimidina 5´-monofosfato (dTMP) en concentración de 
1000 μg mL-1 preparadas por disolución de sus correspondientes sales sódicas (Sigma-
Aldrich) en agua. 
- Disolución patrón del nucleótido metilado: 5-metil-2´-desoxicitidina 5´-monofosfato 
(5mdCMP) de 1000 μg·mL-1 preparada por disolución de su correspondiente sal sódica 
(Carbosynth Limited, Berkshire, Reino Unido) en agua. 
- Disoluciones patrón de los cuatro nucleótidos del ARN: guanosina 5´-monofosfato 
(GMP), adenosina 5´-monofosfato (AMP), citidina 5´-monofosfato (CMP) y uridina-5´-
monofosfato (UMP) en concentración de 1000 μg mL-1 preparadas por disolución de sus 
correspondientes sales sódicas (Sigma-Aldrich) en agua. 
- Disolución patrón de cisplatino de 1000 μg mL-1 preparada por disolución de cis-
diaminodicloroplatino (II) sólido de Sigma-Aldrich en agua. 
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- Disolución patrón de S-(5´-Adenosil)-L-metionina (SAM) de 1000 μg mL-1 preparada por 
disolución del cloruro de S-(5´-Adenosil)-L-metionina (Sigma-Aldrich) (pureza ≥ 95%) en 
agua. 
 - Disolución patrón de S-(5´-Adenosil)-L-homocisteína (SAH) de 1000 μg·mL-1 preparada 
por disolución del cloruro de S-(5´-Adenosil)-L-homocisteína (Sigma-Aldrich) (pureza ≥ 
95%) en agua. 
- Enzima Nucleasa S1 procedente del hongo Aspergillus oryzae (Sigma-Aldrich). 
- Enzima ARNasa de páncreas bovino de Roche (Basilea, Suiza). 
- Enzima CpG metiltransferasa M. SssI de Thermo Fisher Scientific  
- ADN comercial de timo de ternera (Calf thymus DNA) de Sigma-Aldrich.  
- ADN comercial no metilado (Human HTC116 DKO non-methylated DNA) de Zymo 
Research (Freiburg, Alemania). 
- Medios de crecimiento de los cultivos celulares: DMEM® (Dulbecco's Modified Eagle 
Medium) de Invitrogen (Fisher Scientific) y RPMI 1640 (Roswell Park Memorial Institute 
médium) de Sigma-Aldrich suplementados con suero fetal bovino de Invitrogen y 
Plasmocin de InvivoGen (San Diego, EE.UU). 
- Tripsina de LabClinics (Barcelona, España).  
- Disolución tampón de fosfato salino (Phosphate Buffered Saline, PBS) de pH 7,4 que 
contiene KH2PO4 10,6 mmol L-1, Na2HPO4 29,7 mmol L-1 y NaCl 1551,7 mmol L-1  de 
Thermo Fisher. 
- Disolución patrón que contiene una mezcla de fragmentos de ADN de doble cadena 
(escalera de ADN o DNA Ladder) 100 pb DNA Ladder de Fisher Scientific. 
- Disolución patrón que contiene una mezcla de fragmentos de ADN de doble cadena 
(escalera de ADN o DNA Ladder) ZR 50 pb DNA Marker 50 µg µL-1 de Zymo Research 
(Irvine, EE.UU.). 
- Agarosa MetaPhor® de Lonza (Rockland, ME, EE.UU.) para preparar los geles de 
agarosa para la electroforesis en gel. 
- Reactivos para llevar a cabo la PCR del gen POLQ: los cebadores (primers) de Thermo 
Fisher, oligonucleótidos con la secuencia, 5’-TTACAAAAGGGACAACACAGATGC-3’ 
(forward primer) y 5’-CCAGTCTTCAAACTCAAACCTCC-3’ (reverse primer) que hibridan 
con el promotor del gen POLQ y permiten la amplificación de un amplicon de 623 pb; la 
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enzima polimerasa BioTaq DNA polymerase de Bioline (Londres, Reino Unido); y los 
deoxinucleótidos trifosfato (dNTPs) de Takara Bio Inc. (Shiga, Japón). 
-Para llevar a cabo la PCR múltiple se empleó el mix de PCR MyTaqTM HS Mix de Bioline 
y los oligos empleados: HER2 (forward primer: 5´-AGAAGGTTCCTCTCTTCCAGG-3´y 
reverse primer: 5´-CCTCAAATCCAGCTCTGCAG-3´), CCNE1 (forward primer: 5´- 
CCACTGACTATTGAAGAAAGGGT-3´y reverse primer: 5´-ACTCCAAGAATGCAACAGGG-3´), 
GSTM1 (forward primer: 5´- GTTTGCCTGCCCAATTCTCC-3´y reverse primer: 5´-
TTGTAAACACCAGGAAGCGC-3´) y ACTB (forward primer: 5´- TGGTCATCTTTCCCACCAGG-
3´y reverse primer: 5´- AGGAAGGAGGCTGCTTGTTC-3´) de Metabion (Planegg, 
Alemania). 
- Oligonucleótidos con diferentes secuencias de Thermo Scientific. 
- Osmiato potásico (Sigma-Aldrich). 
- 2,2´-bipiridina (Sigma-Aldrich). 
- Tris(hidroximetil)aminometano (Sigma-Aldrich). 
- Hexacianoferrato potásico (III) (Sigma-Aldrich).  
- Disolución patrón de 1 ng mL-1 de cada uno de los siguientes elementos: Li, Co, In, Y, U 
y Tl en HNO3 ultra-puro al 1% (p/v) preparada por dilución de los patrones comerciales 
de 1000 µg·mL-1 de Merck. Esta disolución se utilizó para la optimización diaria de las 
condiciones de operación y parámetros de adquisición del equipo de ICP-DF-MS.  
- Gases: Ar, N2 y He (99,999% de pureza) suministrados por Air Liquide (Madrid, España). 
  
C.3  Muestras  
En la presente Tesis Doctoral se trabajó con cultivos de las siguientes líneas 
celulares: 
- La línea celular de adenocarcinoma de pulmón humano A549, donada por el Dr. J. M. 
Pérez Freije del Departamento de Bioquímica y Biología Molecular de la Universidad de 
Oviedo.  
- La línea celular de cáncer de ovario humano A2780, donada por el Dr. J. M. Pérez Freije. 
- La línea celular de cáncer de ovario humano A2780cis resistente a cisplatino, 
suministrada por Sigma-Aldrich de La Colección Europea de cultivos celulares.  
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La línea celular de fibroblastos humanos GM04312 mutante para el gen XPA y, por tanto, 
deficiente en el sistema de reparación del ADN por escisión de nucleótidos, donada por 
el Dr. J. Surrallés del Departamento de Genética y Microbiología de la Universidad 
Autónoma de Barcelona. 
Los cultivos de todas las células fueron realizados por Marta Espina bajo la 
supervisión de la Dra. L. María Sierra Zapico del grupo de Mutagénesis Ambiental del 
Departamento de Biología Funcional (Área de Genética) de la Universidad de Oviedo. 
Las células fueron cultivadas a 37 °C en un incubador con 5% de CO2 empleándose medio 
DMEM para las células de la línea celular A549 y de la línea celular GM04312 y medio 
RPMI 1640 para las líneas A2780 y A2780cis, suplementados en todos los casos con un 
10 % de suero fetal bovino y 5 mg L−1 de plasmocin.  
- Muestras de ADN liofilizado procedente de las hojas y raíces de plantas de arroz de los 
siguientes tipos: un tipo de planta que contiene el gen GDA  que codifica la enzima 
Guanina Desaminasa (Guanine Deaminase, GDA) activo (wild type, WA) y el mismo tipo 
de planta con el gen inactivo (knock out, KO); un tipo de planta en la que la enzima GDA 
no tiene actividad (arroz variedad Vandana); y un tipo de planta isogénica de la anterior 
pero que sí tiene actividad para la enzima GDA (arroz variedad 481-B). Estas muestras 
fueron proporcionadas por el Dr. Ajay Kohli del Plant Breeding Genetics and 
Biotechnology Division, International Rice Research Institute de la Gran Manila, Filipinas. 
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D. RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
D.1 Puesta a punto de nuevas estrategias analíticas para la cuantificación 
del nivel de metilación del ADN. 
D.1.1 Introducción 
Como se comentó en la Introducción general, una de las modificaciones 
epigenéticas del genoma humano más ampliamente estudiada es la metilación del ADN 
que se produce por la adición enzimática de un grupo metilo en el carbono 5 de las 
citosinas (ver Figure 19) en los dinucleótidos citosina-guanina (CpG). En condiciones no 
patológicas se estima que las citosinas metiladas representan un 2-6% de todas las 
citosinas en los tejidos humanos.327 Esta metilación del ADN modula numerosos 
procesos biológicos entre los que se incluyen la regulación de la expresión génica, la 
organización de la estructura de la cromatina, la inactivación del cromosoma X, la 
diferenciación celular, el desarrollo embrionario y la impronta genómica.328,329 
Además, la alteración de la metilación del ADN provoca una expresión aberrante 
de los genes que se asocian con el desarrollo y patogénesis de muchos tipos de 
tumores330-332, siendo el principal mecanismo de este proceso la pérdida global de 
citosinas metiladas del ADN genómico en células cancerosas.333,334 También se pueden 
producir cambios en la metilación de ADN durante el tratamiento de un cáncer con 
quimioterapia que pueden contribuir al desarrollo de resistencia a agentes 
quimioterapéuticos citotóxicos como el cisplatino.335,336 Por tanto, es evidente, que la 
determinación del nivel de metilación del ADN genómico puede ser un potencial 
biomarcador para el diagnóstico y el pronóstico del cáncer, así como para predecir y 
monitorizar la respuesta al tratamiento quimioterapéutico.337-339  
Actualmente existen diferentes métodos que permiten evaluar la metilación 
global del ADN genómico a través de la determinación del contenido de citosina 
metilada, entre los que se incluyen métodos de cromatografía de gases (CG)248-250,259de 
electroforesis capilar (CE)340-343 y de cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) 
251,344-349 que son, sin duda, los más utilizados. La mayor parte de los métodos de HPLC 
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se basan en la separación de los nucleósidos,346,347 los nucleótidos348 o las bases 
nitrogenadas,349 producidos mediante digestión enzimática o química del ADN, con 
detección espectrofotométrica. Además, también se han desarrollado metodologías de 
HPLC con detección mediante ESI-MS252,350-352 que proporcionan gran selectividad y 
sensibilidad. Sin embargo, es necesario tener en cuenta que el proceso de ionización en 
la fuente ESI se encuentra muy afectado por pequeñas variaciones de las condiciones 
experimentales, como cambios en la composición de la fase móvil, presencia de sales, 
etc. por lo que para llevar a cabo cuantificaciones de manera precisa y exacta mediante 
LC-ESI-MS es necesario utilizar patrones internos adecuados (p.ej., el propio analito 
marcado isotópicamente) que no están disponibles fácilmente.264 Este problema puede 
evitarse empleando el ICP-MS como sistema de detección en HPLC.  
En la actualidad, el ICP-MS se ha consolidado como detector específico elemental 
en técnicas de separación. Esto es debido a su capacidad para introducir de forma 
continua muestras gaseosas o líquidas y a sus excelentes características analíticas,353,354 
como son: extremada sensibilidad (límites de detección de sub-ng·mL-1 para la mayor 
parte de los elementos de la tabla periódica); gran especificidad elemental e isotópica, 
que permite aplicar técnicas de dilución isotópica para la cuantificación; amplios 
intervalos lineales; y capacidad multielemental y multiisotópica. Además, el ICP como 
fuente de ionización produce iones de los elementos químicos presentes en la muestra 
(la ionización por ESI produce iones moleculares) y , a diferencia de lo que ocurre en ESI-
MS, la señal obtenida en el ICP-MS es directamente proporcional al elemento ionizado 
en la fuente independientemente del compuesto de donde proceda y de la matriz, esto 
permite la cuantificación con mucha mayor exactitud y precisión que en ESI-MS y, 
además, se pueden utilizar para dicha cuantificación patrones de cualquier compuesto 
del elemento de interés sin necesidad de que sea el propio analito.  
Estas excelentes características del ICP-MS como detector específico elemental 
han dado lugar, en los últimos años, al desarrollo de metodologías de HPLC-ICP-MS para 
la cuantificación exacta y precisa de biomoléculas que contengan o tengan asociado uno 
o varios heteroátomos medibles por ICP-MS (p.ej., el fósforo presente con una 
estequiometría fija y conocida en todas las moléculas/fragmentos de ácidos nucleicos). 
De esta manera, la técnica de HPLC-ICP-MS (monitorizando el P) ha demostrado ser de 
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utilidad para la determinación de fragmentos de ADN y de nucleótidos.355-360 Sin 
embargo, su empleo en estudios del grado de metilación del ADN es bastante escaso, 
hasta la fecha, solo se ha descrito una metodología basada en la técnica de HPLC en fase 
inversa con detección del P mediante ICP-MS que no ha sido aplicada a muestras 
reales.360 Esto es debido al hecho de que la medida del fósforo mediante ICP-MS no está 
exenta de limitaciones: el P es un elemento monoisotópico (m/z 31) que se ioniza mal 
en el ICP (su primer potencial de ionización tiene un valor de 10,5 eV) y que está afectado 
por numerosas interferencias espectrales que limitan la sensibilidad. 
En este sentido, un campo de investigación de gran interés y actualidad es el 
desarrollo de estrategias de medida que permitan aumentar la sensibilidad y/o la 
selectividad de la detección de biomoléculas mediante ICP-MS, p.ej., mediante la 
incorporación en la estructura de la biomolécula de interés de un heteroátomo medible 
por ICP-MS con gran sensibilidad (generalmente elementos metálicos) pero que no está 
presente de forma intrínseca o natural en las mismas.  
A la vista de todo lo expuesto hasta aquí, en este capítulo de la Tesis se pretendió 
evaluar de manera comparativa el potencial analítico de la técnica de HPLC acoplada a 
dos sistemas de detección: la espectrofotometría de absorción VIS-UV y el ICP-MS para 
la puesta a punto de metodologías analíticas que permitan la determinación del nivel de 
metilación del ADN tanto global como en genes específicos en ADN procedente de 
diferentes tipos de muestras.  
D.1.2 Procedimientos experimentales 
D.1.2.1  Extracción del ADN genómico de cultivos celulares 
La extracción del ADN genómico de los cultivos celulares de interés en el 
presente capítulo (células A540, A2780 y A2780cis, ver Experimental) se llevó a cabo 
utilizando el kit comercial de extracción y purificación de ADN PureLink™ Genomic DNA 
Mini Kit (Invitrogen) siguiendo el protocolo de la casa comercial. Para ello, las células 
recogidas por tripsinización (3–4 x 106 células) se tratan con 200 μL de tampón fosfato 
salino (PBS) y 20 μL de proteinasa K (20 mg mL-1). A continuación, se añaden 20 μL de 
ARNasa para obtener ADN genómico libre de ARN y se deja incubar a temperatura 
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ambiente durante 2 min. Seguidamente se añaden 200 μL del tampón de lisis y se incuba 
a 55 °C durante 10 min. Tras la lisis, se añaden 200 μL de etanol del 96%, se mezcla, y la 
disolución resultante, se pasa por la columna de sílice del Kit por centrifugación a 10.000 
rpm durante 1 min. La columna donde queda retenido el ADN se lava en dos pasos con 
dos tampones de lavado. Finalmente, el ADN se eluye de la columna con 100 μL del 
tampón de elución (10 mM Tris–HCl, pH 9,0; 0,1 mM EDTA). 
Una vez extraído el ADN genómico se determinó su concentración midiendo la 
absorbancia a 260 nm y asumiendo que una unidad de absorbancia equivale a 50 μg 
mL−1 de ADN de cadena doble. También se determinó la pureza del ADN mediante la 
relación de absorbancias a 260 nm y 280 nm, se considera que la muestra tiene una 
pureza adecuada cuando dicha relación (A260/A280) tiene un valor de 1,7-1,9. En todos 
los casos las medidas de absorbancia se llevaron a cabo empleando el 
espectrofotómetro Nanodrop 2000c (Thermo Scientific). 
D.1.2.2 Hidrólisis enzimática de las muestras de ADN genómico 
El ADN extraído de los cultivos celulares en estudio se sometió a un proceso de 
hidrólisis enzimática utilizando la enzima Nucleasa S1, endonucleasa que cataliza la 
degradación específica del ADN de cadena sencilla para dar nucleótidos (ver Figura 41). 
 
Figura 41. Esquema de la hidrólisis enzimática de ADN de hebra sencilla empleando la enzima 
Nucleasa S1 
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  Para ello, 100 μL de la muestra de ADN (con concentración de 0,11– 0,18 mg L−1) 
se calienta durante 30 min en un baño de agua hirviendo y rápidamente se enfría en 
hielo durante 5 min para desnaturalizar a cadena sencilla. A continuación, se añaden 10 
μL de Nucleasa S1 en el tampón de activación del enzima que contiene acetato sódico 
30 mmol L-1, NaCl 50 mmol L-1, ZnCl2 1 mmol L-1, 50% glicerol y 2 mg mL−1 de proteína y 
se deja reaccionar la mezcla durante 14 h a 37°C. Transcurrido este tiempo, la disolución 
resultante se hace pasar a través de una membrana de ultrafiltración de 10 KDa de 
tamaño de poro para eliminar el exceso de enzima cuyo peso molecular es de 32 KDa. 
El ultrafiltrado se diluye 1:10 con la fase móvil utilizada en la separación cromatográfica 
y un volumen de 20 μL de esta disolución se inyecta en el sistema cromatográfico para 
su análisis. 
D.1.3 Establecimiento de las condiciones de medida del ICP-DF-MS 
Antes de utilizar el ICP-MS como sistema de detección en HPLC para monitorizar 
el fósforo presente en los analitos de interés (nucleótidos del ADN metilados y sin 
metilar) es necesario tener en cuenta, como ya se ha comentado, que el P es un 
elemento monoisotópico (m/z 31) que se ioniza mal en el plasma (su primer potencial 
de ionización tiene un valor de 10,5 eV) y que está afectado por interferencias 
poliatómicas como, por ejemplo: 15N16O+, 14N17O+, 14N16O1H+ y 12C18O1H+. Estas 
interferencias (de las cuales las dos primeras son las más importantes) solapan la señal 
analítica del 31P medida con un ICP-MS de tipo cuadrupolo convencional. Es por esto, 
que para la detección elemental de P mediante ICP-MS se deben seguir estrategias que 
minimicen o eliminen el efecto de estas interferencias, a la vez que se consiguen buenos 
resultados de sensibilidad.  
Para ello pueden emplearse equipos con analizadores de doble enfoque (alta 
resolución), celdas de colisión/reacción (para eliminar las interferencias de 31P se suele 
utilizar He como gas de celda) o de reacción dinámica (que permite la oxidación del P al 
reaccionar con oxígeno en la celda de reacción dinámica dando lugar a 31P16O+, 
detectándose el óxido formado a m/z 47). En nuestros estudios, para solucionar este 
problema se utilizó un equipo de ICP-MS de alta resolución o doble enfoque (Thermo 
Element 2) y se trabajó a media resolución (R= 4.000); ya que con esta resolución las 
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señales generadas por las interferencias poliatómicas quedan totalmente separadas de 
la señal del 31P como se muestra en la Figura 42. 
 
Figura 42. Separación de las interferencias poliatómicas del 31P+ mediante DF-ICP-MS 
Además, se realizó una optimización general diaria, mediante nebulización 
convencional de los distintos parámetros instrumentales que afectan a la señal analítica 
del fósforo en el ICP-MS: potencia de radiofrecuencias (RF), posición de la antorcha, 
flujos de gas, formación de óxidos, eliminación de interferencias y la calibración de 
masas a baja, media y alta resolución. Para ello, se empleó una disolución de 1 ng mL-1 
de Li (m/z = 7), In (m/z = 89) y U (m/z = 238) en HNO3 al 2% para cubrir todo el rango de 
masas. A continuación, se utilizaron disoluciones de P de 20 ng mL-1 en HNO3 al 2% para 
comprobar la sensibilidad del equipo para el analito a detectar. En la Tabla 4 se recogen 
las condiciones de medida finalmente seleccionadas como más adecuadas para la 
medida del P en todos los estudios posteriores. 
 
Tabla 4. Parámetros instrumentales utilizados para la medida de fósforo mediante ICP-DF-MS 
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D.1.4 Optimización de la separación cromatográfica 
Una vez establecidas las condiciones de trabajo más adecuadas para la medida 
del P mediante ICP-MS, se procedió a optimizar la separación cromatográfica de los 
analitos en estudio: los cuatro nucleótidos del ADN sin metilar (dGMP, dAMP, dCMP y 
dTMP) y el nucleótido metilado (5-metil-2´-desoxicitidina 5´-monofosfato, 5mdCMP) 
cuyas estructuras se muestran en la Figura 43. Como se ve en dicha Figura los 
nucleótidos son compuestos aniónicos debido a la presencia de la carga negativa de los 
grupos fosfato, por tanto, la cromatografía de intercambio aniónico es una de las 
modalidades cromatográficas más adecuadas para llevar a cabo su separación.361 
 
Figura 43. Estructura de los nucleótidos del ADN 
Sin embargo, en la bibliografía se observa que la modalidad cromatográfica más 
utilizada es la cromatografía de fase inversa con pares iónicos debido a la compatibilidad 
de las fases móviles empleadas con los detectores de ESI-MS.361  Teniendo en cuenta 
que ninguno de los detectores a utilizar (absorción VIS-UV e ICP-MS) se ven afectados 
por la naturaleza de las fases móviles típicas de la cromatografía de intercambio iónico, 
se estudió la separación de los nucleótidos de interés en dos columnas de intercambio 
aniónico:  
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- Columna Tracer Extrasil SAX (200 x 4,6 mm, 5 μm tamaño de partícula) de 
Teknokroma. El material de relleno de esta columna es un intercambiador aniónico 
fuerte formado por partículas de gel de sílice totalmente porosas recubiertas con grupos 
funcionales amonio cuaternarios unidos químicamente. Se utiliza, generalmente, para 
la separación de aniones orgánicos pequeños como los nucleótidos.362 Con esta columna 
se investigó, en primer lugar,  la separación de 5mdCMP de dCMP bajo condiciones 
isocráticas usando como fase móvil diferentes concentraciones de una disolución 
tampón de dihidrógenofosfato de amonio (pH 3,5) a un flujo de 1 ml min-1. La detección 
se llevó a cabo por absorción UV a 270 nm. Todos los nucleótidos presentan una banda 
de absorción entre 230 y 280 nm con un máximo a 250-270 nm dependiendo del 
nucleótido como se puede ver en la Figura 44. 363 
 
Figura 44. Absorbancia UV de los nucleótidos del ARN (rojo) y ADN (azul).363 
  Se observó que, como era de esperar, los tiempos de retención de los 
analitos disminuyen a medida que aumenta la concentración del tampón de la fase móvil 
en el intervalo ensayado (1 mmol L-1 hasta 10 mmol L-1) y se produce una pérdida de la 
resolución. De manera que la mejor resolución entre 5mdCMP y dCMP se obtiene para 
una concentración del tampón de separación de 5 mmol L-1. La Figura 45 muestra, a 
título de ejemplo, los cromatogramas obtenidos utilizando como fase móvil una 
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disolución tampón de dihidrógenofosfato amónico (pH 3,5) 10 mmol L-1 (Figura 45A) y 5 
mmol L-1 (Figura 45B). 
La resolución conseguida utilizando como fase móvil un tampón de 
dihidrógenofosfato amónico 5 mmol L-1 (pH 3,5) a un flujo de 1 ml min-1 (Figura 45B) no 
mejoró cambiando el pH de la fase móvil o la velocidad de flujo de la misma.  Por lo 
tanto, se seleccionaron dichas condiciones cromatográficas para la separación de 
5mdCMP de dCMP. Con estas condiciones los otros nucleótidos (dAMP, dGMP y dTMP) 
también se separan entre sí, pero presentan tiempos de retención superiores a los 40 
min.  
 
Figura 45. Cromatogramas obtenidos para la separación de una mezcla patrón de 5mdCMP y 
dCMP mediante HPLC de intercambio aniónico (columna Tracer Extrasil SAX) y como fase móvil: A) 
dihidrógenofosfato amónico 10 mM (pH 3,5) y B) dihidrógenofosfato amónico 5 mmol L-1 (pH 3,5). 
Identificación de los picos: 1-5mdCMP, 2-dCMP. 
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Por lo tanto, con el fin de reducir el tiempo del análisis, se investigó la separación 
usando para la elución un gradiente de concentración de dihidrógenofosfato amónico a 
pH 3,5. El compromiso más satisfactorio entre la resolución y el tiempo se obtuvo 
llevando a cabo la elución con el siguiente gradiente: 100% de fase A 
(dihidrógenofosfato amónico 5 mmol L-1, pH 3,5) y 0% de fase B (dihidrógenofosfato 
amónico 100 mmol L-1, pH 3,5) durante 12 minutos; a continuación, se incrementa de 
forma lineal el porcentaje de fase B desde 0 hasta 100% durante 13 min; y finalmente 
se mantiene el 100% de fase B durante 5 min.   
El cromatograma obtenido con este gradiente se muestra en la Figura 46. Como 
se puede ver en dicha Figura se consigue la separación de los cinco nucleótidos de 
interés en 29 min con el siguiente orden de elución: 5mdCMP (11,5 min), dCMP (13,0 
min), dTMP (22,5 min), dAMP (25,0 min), y dGMP (27,0 min). El orden de elución se 
determinó mediante la inyección en las mismas condiciones de trabajo de disoluciones 
patrón individuales de cada uno de los nucleótidos. 
 
Figura 46. Cromatograma obtenido para la separación de una mezcla patrón de los cinco 
nucleótidos del ADN mediante HPLC de intercambio aniónico (columna Tracer Extrasil SAX) 
empleando el gradiente detallado en el texto. Identificación de los picos: 1-5mdCMP (10 mg L-1), 2-
dCMP (100 mg L-1), 3-dAMP (100 mg L-1), 4-dTMP (100 mg L-1) y 5-dGMP (100 mg L-1). 
Por último, con el fin de utilizar el ICP-MS (monitorizando 31P) como sistema de 
detección, se ensayaron como fases móviles disoluciones tampón de formiato de 
amonio y de acetato de amonio en lugar del tampón de dihidrógenofosfato amónico. 
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Desafortunadamente, después de probar varias combinaciones de diferentes 
concentraciones de tampón, condiciones de pH y de gradiente no fue posible obtener 
una resolución adecuada entre 5mdCMP y dCMP. 
-Columna Mono QTM 5/50 GL (50 × 5 mm, 10 μm de tamaño de partícula) de GE 
Healthcare. El material de relleno de esta columna es un intercambiador aniónico fuerte 
basado en partículas monodispersas de poliestireno-divinil benceno porosas con grupos 
funcionales de amonio cuaternario, diseñado para la separación de proteínas y otras 
biomoléculas.  Por tanto, se investigó si podría ser adecuado para la separación de los 
nucleótidos de interés. Para ello, como fases móviles se emplearon hidróxido amónico 
1 mmol L-1 (fase A) y acetato amónico 1 mol L-1 (pH 6,9) en 1 mmol L-1 de hidróxido 
amónico (fase B) dado que estas fases móviles proporcionan una compatibilidad 
adecuada con la detección del 31P por ICP-MS. Con estas fases móviles se ensayaron 
diferentes gradientes de fase B para la elución. El flujo de fase móvil fue, en todos los 
casos, de 1 mL min-1 y la detección se llevó a cabo midiendo la absorbancia a 270 nm y 
monitorizando el P mediante ICP-MS (condiciones de trabajo en la Tabla 4). 
Los resultados obtenidos muestran que la mejor separación se obtiene utilizando 
el gradiente de elución que se recoge en la Tabla 5.  
 
Tabla 5. Condiciones cromatográficas para la separación de los nucleótidos del ADN mediante 
HPLC de intercambio aniónico  
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En la Figura 47 se recogen los cromatogramas obtenidos para una disolución que 
contiene 20 µg mL-1 de cada uno de los cinco nucleótidos del ADN obtenido utilizando 
las condiciones de trabajo de la Tabla 5. La Figura 47A muestra el cromatograma 
obtenido con detección espectrofotométrica a 270 nm y la Figura 47B muestra el 
cromatograma con detección específica del P mediante ICP-DF-MS en las condiciones 
de medida de la Tabla 4. El orden de elución de los nucleótidos se estableció mediante 
la inyección de cada uno de ellos por separado. 
 
Figura 47. Cromatogramas de una disolución patrón mezcla de los cinco nucleótidos del ADN 
obtenidos mediante: A) HPLC-UV (a 270 nm) y B) HPLC-ICP-MS (monitorizando el 31P). 
Como se puede observar en la Figura 47 se consigue una buena separación entre 
todos los nucleótidos y, además, los picos de 5mdCMP y dCMP están bien resueltos (Rs 
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> 1,4). En el cromatograma obtenido mediante HPLC-ICP-MS (Figura 47B) se observa que 
los tiempos de retención de los analitos son mayores que los obtenidos con detección 
UV (Figura 47A) debido a los tiempos de residencia más largos de los analitos en la 
interfase que va de la columna al detector utilizando HPLC-ICP-MS. Además, también se 
observa la presencia de un pico a un tiempo de retención de 24 min muy próximo al pico 
del dGMP. Este pico no aparece en el cromatograma obtenido con detección UV a 270 
nm (Figura 47A); por tanto, se trata de una especie inorgánica que contiene fósforo que 
podría ser fosfato inorgánico presente como impureza en las fases móviles.  
Por último, es necesario tener en cuenta que la separación de los analitos 
(nucleótidos del ADN) puede estar afectada por la interferencia de los nucleótidos del 
ARN: guanosina 5´-monofosfato (GMP), adenosina 5´-monofosfato (AMP), citidina 5´-
monofosfato (CMP) y uridina-5´-monofosfato (UMP); ya que estos nucleótidos pueden 
estar presentes en la muestra si el ARN no ha sido eliminado adecuadamente en la etapa 
de extracción/purificación del ADN génomico celular. Por tanto, nos pareció de interés 
estudiar el comportamiento cromatográfico de los nucleótidos del ARN en las 
condiciones cromatográficas establecidas como más adecuadas para la separación de   
los analitos y que se recogen en la Tabla 5. 
En la Figura 48 se muestra el cromatograma obtenido con dichas condiciones, y 
detección UV a 270 nm para la inyección de una disolución patrón de los nucleótidos del 
ARN en concentración de aproximadamente 20 µg mL-1. Por comparación también se 
muestra superpuesto el cromatograma obtenido para una disolución de los nucleótidos 
del ADN en la misma concentración. Se puede ver en la Figura 48 que todos los 
nucleótidos del ARN eluyen después del 5mdCMP y del dCMP y, por tanto, no interfieren 
en la determinación del nivel de metilación del ADN. De todos modos, la extracción del 
ADN lleva incorporada una etapa de tratamiento con ARNasa (ver apartado D.1.2.1), de 
manera que se esperan niveles de contaminación de la muestra con ARN muy bajos.  
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Figura 48. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-UV para una disolución patrón mezcla de: 
(en línea negro) los nucleótidos del ADN (5mdCMP, dCMP, dTMP, dAMP y dGMP) y (en línea gris) los 
nucleótidos del ARN (CMP, AMP, UMP y GMP). 
 
D.1.5 Características analíticas comparadas 
Una vez establecidas las condiciones experimentales más adecuadas para la 
separación y detección de los analitos en estudio mediante la técnica de HPLC-UV y 
HPLC-ICP-MS, se procedió a determinar las características analíticas más relevantes de 
ambas metodologías.  
En primer lugar, se evaluó la linealidad de la técnica de HPLC-UV. Para ello, se ha 
tenido en cuenta que el parámetro que se utiliza para expresar de manera cuantitativa 
los niveles de metilación del ADN es el porcentaje de citosina metilada (5mdCMP) del 
total de citosinas metiladas y no metiladas (5mdCMP + dCMP), que se calcula utilizando 
la ecuación [1]:  
 
% 𝑚𝑒𝑡𝑖𝑙𝑎𝑐𝑖ó𝑛 =
[5𝑚𝑑𝐶𝑀𝑃]
[5𝑚𝑑𝐶𝑀𝑃]+[𝑑𝐶𝑀𝑃]
                        [1] 
 
Debido a que el coeficiente de extinción molar de los diferentes nucleótidos a 270 
nm varía entre 7,1 L mmol-1 cm-1 para dCMP hasta 15,1 L mmol-1 cm-1 para dAMP, para 
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calcular el porcentaje de metilación en la muestra mediante la técnica de HPLC-UV es 
necesario cuantificar independientemente ambas especies (5mdCMP y dCMP). En 
consecuencia, se determinó el intervalo lineal para cada una de ellas. Para ello, se 
analizaron disoluciones patrón con concentraciones crecientes de 5mdCMP desde 0,5 
hasta 50 mg L-1 y disoluciones patrón con concentraciones crecientes de dCMP en un 
intervalo de 1,5 hasta 100 mg L-1. Las rectas de calibración (área de pico vs 
concentración) obtenidas para ambos nucleótidos son lineales en todo el rango de 
concentraciones examinado con coeficientes de correlación (R2) mayores de 0,999.  
En el caso de la técnica de HPLC-ICP-MS, para determinar el porcentaje de 
metilación mediante la fórmula [1] no es necesario cuantificar de forma independiente 
el nivel de 5mdCMP y dCMP en la muestra; ya que la respuesta del detector depende 
sólo del número de átomos de P en la molécula que es exactamente el mismo en ambos 
nucleótidos. Por tanto, para establecer el intervalo lineal de trabajo de la técnica de 
HPLC-ICP-MS se prepararon disoluciones patrón que contienen una mezcla de 5mdCMP 
y dCMP en concentraciones similares a las que se obtienen al hidrolizar el ADN. Para 
ello, se añadieron diferentes cantidades de 5mdCMP (desde 2 a 150 mg L-1) a una 
cantidad fija de dCMP (500 mg L-1) con el fin de obtener mezclas con porcentajes de 
metilación que van desde 0,4 hasta 30 %; puesto que la metilación en el genoma 
humano varía entre 2-6 %.327  Los cromatogramas obtenidos al analizar dichas mezclas 
patrón mediante HPLC-ICP-MS se muestran en la Figura 49. La recta de calibrado 
obtenida al representar el área del pico de la 5mdCMP vs el porcentaje de metilación 
presenta una buena linealidad en todo el intervalo ensayado (0,4 hasta 30%) con un 
coeficiente de correlación (R2) de 0,998. 
Una vez establecida la linealidad de los dos métodos desarrollados (HPLC-UV y 
HPLC-ICP-MS) se evaluó su repetibilidad, expresada como la desviación estándar relativa 
en tanto por ciento (%RSD) del área de pico de los analitos (5mdCMP y dCMP). Para ello, 
se analizó tres veces una disolución patrón mezcla de 5mdCMP y dCMP en una 
concentración de 1 y 10 mg L-1, respectivamente. Como se puede ver en la Tabla 6 donde 
se recogen los resultados obtenidos, el %RSD del área de pico es siempre menor o igual 
al 4 %.  
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Figura 49. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-ICP-MS (monitorizando el 31P) para 
disoluciones patrón con un porcentaje de metilación de 0,4 hasta 30%. 
Además, también se determinó la precisión, en términos de reproducibilidad 
entre días del porcentaje de metilación, de la metodología completa de análisis 
propuesta; es decir, incluyendo la preparación de la muestra (hidrólisis enzimática del 
ADN) y la posterior separación y detección de los nucleótidos mediante HPLC-UV y HPLC-
ICP-MS.  Para ello, se analizó una muestra de ADN comercial de timo de ternera (Calf 
Thymus DNA) seis veces en un período de 30 días. Como resultado de estos análisis se 
obtuvo un porcentaje de metilación medio de 5,1% con una %RSD de 2,7% mediante 
HPLC-UV y un porcentaje de metilación medio de 4,9% con un %RSD de 3,5% mediante 
HPLC-ICP-MS. Indicando que ambas metodologías tienen una buena reproducibilidad 
entre días (inferior al 4%). 
En la Tabla 6 también se muestran de forma comparativa los valores de la 
sensibilidad (pendiente de la recta de calibrado) y los límites de detección de las dos 
técnicas HPLC-UV y HPLC-ICP-MS en estudio. Como se puede ver en dicha Tabla 6  la 
técnica de HPLC-UV presenta unos límites de detección, calculados como tres veces la 
desviación estándar de la señal del fondo dividido entre la pendiente de la curva del 
calibrado, de 30 y 21 ng mL-1 para la 5mdCMP y dCMP, respectivamente. Estos valores 
son comparables a los obtenidos mediante HPLC-ICP-MS (monitorizando el 31P). En este 
caso el límite de detección es el mismo (40-41 µg L-1) para ambos analitos (5mdCMP y 
dCMP) dado que el elemento medido (31P) está presente con la misma estequiometría 
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(1:1) en todos los nucleótidos monofosfato. Los límites de detección obtenidos para la 
detección del P mediante ICP-MS (4,0 µg L-1) son similares a los descritos en la 
bibliografía.355-360 
 
Tabla 6.  Características analíticas comparadas de las dos metodologías desarrolladas 
 
 
 
a Pendiente de la recta de calibrado (área del pico por unidad de concentración) 
b LD: Límite de detección calculado como tres veces la desviación estándar de la señal de fondo dividido 
entre la pendiente de la recta de calibrado 
c RSD: desviación estándar relativa del área del pico (n = 3) 
 
Finalmente, se evaluó la exactitud de todo el proceso de análisis (hidrólisis 
enzimática y determinación cromatográfica) mediante las metodologías desarrolladas. 
Para ello, se calculó el porcentaje de recuperación del nucleótido dCMP obtenido al 
analizar una muestra que contiene una concentración conocida del mismo. En concreto, 
se analizó un oligonucleótido comercial con la secuencia 5´-TCCGGTCC-3´ y una 
concentración de 7 µg mL-1. Una vez llevada a cabo la hidrólisis enzimática con nucleasa 
S1 siguiendo el procedimiento descrito en el apartado D.1.2.2, el digerido conteniendo 
los correspondientes nucleótidos se inyectó en el sistema HPLC-UV y se analizó en las 
condiciones de trabajo seleccionadas previamente (Tabla 5). El cromatograma obtenido 
mediante HPLC-UV se muestra en la Figura 50. A partir de este cromatograma se calculó 
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el contenido de dCMP en el oligo por referencia a una recta de calibrado y el resultado 
obtenido se comparó con el teórico obteniéndose un valor de recuperación del 65% ± 
5% (n=3). 
 
Figura 50. Cromatograma obtenido mediante HPLC-UV para la separación de los nucleótidos del 
oligo comercial de secuencia: 5´-TCCGGTCC-3´   
D.1.6 Derivatización de la citosina metilada con osmiato potásico 
Como ya se ha comentado, en la actualidad, las posibilidades que ofrece el ICP-
MS como herramienta para el estudio de biomoléculas se han ampliado gracias al 
desarrollo de nuevas estrategias de medida basadas en la incorporación a las 
biomoléculas de elementos metálicos medibles por ICP-MS con buena sensibilidad, pero 
que no están presentes de forma intrínseca o natural en las mismas.364 Por tanto, antes 
de evaluar la aplicabilidad de la metodología de HPLC-ICP-MS desarrollada estudiamos 
la posibilidad de incrementar su sensibilidad mediante el marcaje del nucleótido 
metilado 5mdCMP (analito de interés) con un elemento que presente mejores 
potenciales de ionización que el fósforo y menos interferencias, de manera que la señal 
obtenida en el ICP-MS sea mejor. 
En este sentido, es bien conocido (desde principios de los ochenta) que los 
complejos de tetraóxido de osmio con ligandos nitrogenados (p.ej., 2,2´-bipiridina o 
tetrametiletilendiamina, TEMED) se unen a las bases pirimidínicas (timina y citosina) en 
el ADN de cadena sencilla mediante una reacción de adición al doble enlace C5=C6 del 
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anillo pirimidínico (ver Figura 51). El complejo ternario formado es electroactivo y 
permite la determinación electroquímica del ADN con gran sensibilidad.365 En estudios 
más recientes se estudió la selectividad de la reacción hacia citosina metilada versus 
citosina no metilada366, 367 y se estableció que utilizando osmiato potásico (K2OsO4) con 
2,2´- bipiridina (o TEMED) como ligando en presencia de K3Fe(CN)6 y bajo unas 
condiciones apropiadas de pH, concentración de reactivos, temperatura y tiempo de 
reacción, se puede conseguir el marcaje selectivo de la 5-metilcitosina como se muestra 
en la Figura 51.360 Sin embargo, de acuerdo con otras publicaciones la timina también 
reacciona.368 
 
Figura 51. Reacción de derivatización de la citosina metilada empleando osmiato potásico 
En consecuencia, nos pareció interesante investigar la utilidad de dicha reacción 
de derivatización para marcar la metilcitosina del 5mdCMP antes de su determinación 
mediante HPLC-ICP-MS monitorizando el Os; ya que el Os es un buen candidato como 
marca elemental, debido a su elevada eficiencia de ionización en el plasma (sobre un 
80%) y la ausencia de interferencias poliatómicas para el isótopo 189Os. Para ello, se llevó 
a cabo la derivatización de dos oligonucleótidos comerciales uno de ellos que no 
contiene 5-metilcitosina pero sí timina (5´-ACAGCTTCACGAGCA-3´) y el otro que 
contiene 5-metilcitosina pero no timina (5´-AACGCG[5mdC]GGCACA-3´). El 
procedimiento de derivatización fue el siguiente: se añadió el oligonucleótido (10 µg) a 
una mezcla fría que contiene 200 µL de Tris-HCl 0,3 mol L-1 (pH 7,7), 10 µL de K3(FeCN)6 
0,2 mol L-1, 10 µL de K2OsO4 10 mmol L-1 y 10 µL de TEMED (o 2,2´-bipiridina) 75 mmol 
L-1. 360 La mezcla se dejó reaccionar durante 5 minutos en baño de hielo. A continuación, 
el exceso de los reactivos se eliminó mediante ultrafiltración con membranas de 
ultrafiltración de 3 KDa. Finalmente, el producto de la reacción se analizó por 
cromatografía de exclusión por tamaños (Size Exclusión Chromatography, SEC) con 
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detección mediante ICP-MS monitorizando el 31P y el 189Os (las condiciones de trabajo 
del ICP-MS para medir el Os son las mismas que el P y se muestran en la Tabla 4). 
En la Figura 52 se muestra el cromatograma obtenido mediante SEC-ICP-MS para 
la inyección de 20 µL de la disolución de los dos oligonucleótidos derivatizados tras una 
dilución 1:10 con la fase móvil. La columna de SEC utilizada fue una Superdex Peptide 
HR10/300 GL con una disolución de acetato amónico 50 mmol L-1 como fase móvil a un 
flujo de 0,6 mL min-1.  
 
 
Figura 52. Cromatogramas obtenidos mediante SEC-ICP-MS (monitorizando 31P y 189Os) de los 
oligonucleótidos derivatizados: (A) oligonucleótido que no contiene metilcitosina (5´-
ACAGCTTCACGAGCA-3´) y (B) oligonucleótido que contiene metilcitosina (5´-
AACGCG[5mdC]GGCACA-3´). 
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Como se observa en dicha Figura, ambos oligos conteniendo o no 5-metilcitosina, 
se derivatizan con K2OsO4, puesto que en sus respectivos cromatogramas (Figura 52A y 
Figura 52B) aparece solo un pico que contiene fósforo a un tiempo de retención de unos 
18 min que, por lo tanto, es el pico correspondiente al oligo y dicho pico también 
contiene osmio. Lo que demuestra que en las condiciones en las que se llevó a cabo la 
reacción de derivatización, esta no es específica para la metilcitosina sino que, 
posiblemente, la timina también se derivatiza. 
En un intento de conseguir condiciones de reacción más selectivas para la 
metilcitosina se estudiaron cambios en el pH de reacción, la concentración de reactivos 
y el tiempo de reacción. En todos los casos (datos no mostrados), se obtuvieron 
resultados totalmente análogos a los mostrados en la Figura 52. Por tanto, no parece 
que la reacción de derivatización con osmiato potásico pueda ser utilizada para 
incrementar la sensibilidad de la detección de 5mdCMP por HPLC-ICP-MS. 
D.1.7 Aislamiento/Preconcentración de los fragmentos de ADN metilados  
Además del marcaje metálico estudiado en el apartado anterior, otra posibilidad 
de incrementar la sensibilidad de la determinación del contenido de 5mdCMP en el ADN 
es mediante un proceso de aislamiento y preconcentración de los fragmentos de ADN 
metilados antes de su análisis mediante la metodología desarrollada. Para ello se puede 
utilizar el kit comercial CpG MethylQuest DNA Isolation kit el cual permite aislar ADN 
metilado de doble cadena de muestras genómicas mediante el empleo de una familia 
de proteínas, las MBD (Methyl CpG Binding Domain Proteins), que se unen a los 
dinucleótidos CpG metilados para formar un complejo que altera la conformación del 
ADN y de la cromatina.369  
En concreto, el Kit CpG MethylQuest DNA Isolation kit utiliza una proteína 
recombinante purificada que contiene el dominio de unión de metilo (MBD) de la 
proteína de ratón MBD2b unido a la proteína glutatión-S-transferasa (GST) de S. 
japonicum. La MBD de la proteína MBD2b tiene la mayor afinidad por los grupos metilo 
de las secuencias CpG de todas las proteínas MBD conocidas y la reactividad cruzada 
más baja para las secuencias CpG no metiladas.370 Estas propiedades permiten el 
enriquecimiento muy específico de las regiones metiladas del ADN. Además de su alta 
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afinidad por el ADN metilado, la proteína MBD-GST se une al CpG metilado 
independientemente del contexto de secuencia.  
En dicho kit el complejo MBD-GST se encuentra unido a unas partículas 
magnéticas, de manera que para capturar los fragmentos de ADN metilado, es necesario 
fragmentar el ADN genómico en fragmentos de un tamaño de ~500 pares de bases e 
incubar los fragmentos de ADN de doble cadena con las partículas magnéticas (ver 
Figura 53). De esta manera los fragmentos de ADN metilados se unirán a la proteína 
MBD-GST de las partículas, mientras que los no metilados permanecerán en solución. 
Después de la unión, las partículas con el ADN metilado se capturan mediante el empleo 
de un imán. La fracción de ADN no metilado quedará en el sobrenadante. El ADN 
metilado que ha sido aislado, se separa de las partículas magnéticas mediante un 
tratamiento de calentamiento (ver Figura 53). 
 
 
Figura 53. Estrategia para aislar fragmentos de ADN metilados empleando el kit comercial CpG 
MethylQuest DNA Isolation kit 
De manera resumida, el procedimiento de trabajo fue el siguiente: se transfieren 
5 µL de partículas magnéticas a un tubo eppendorf (siendo ésta la cantidad adecuada 
para una cantidad de ADN de 1 ng a 1 µg) y se lavan con el tampón proporcionado por 
el kit. Se coloca el eppendorf en un soporte magnético y se deja durante 1 minuto. 
Transcurrido dicho tiempo se elimina el tampón de lavado y se añade el tampón de 
unión (Binding Buffer, 80 µL) y el ADN previamente fragmentado (1 µg en 20 µL) por 
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sonicación durante 5 min (en un baño de hielo para evitar que el ADN se desnaturalice). 
El tamaño de los fragmentos (~500 pb) se comprobó mediante electroforesis en gel y 
comparando los fragmentos generados con una escalera comercial de ADN (DNA 
ladder). La mezcla se incuba a temperatura ambiente durante 1 h agitando a 1000 rpm. 
Transcurrido este tiempo, se eliminan los fragmentos de ADN no enlazados colocando 
para ello el eppendorf en un soporte magnético (para lavar las partículas) y eliminando 
el sobrenadante. Finalmente, las partículas se resuspenden en un tampón de Tris-EDTA 
(100 µL) y se calienta a 80oC durante 10 min. A continuación, se coloca de nuevo el 
eppendorf en el soporte magnético y se recoge el sobrenadante conteniendo los 
fragmentos de ADN metilado. 
Este procedimiento de aislamiento de los fragmentos de ADN metilado se aplicó 
a ADN comercial de timo de ternera. Se aisló el ADN metilado de dos alícuotas del ADN 
(1 µg en 20 µL) y las fracciones obtenidas se juntaron, se preconcentraron a un volumen 
de 25 µL y se analizaron mediante la metodología de HPLC-UV. Paralelamente, se analizó 
la misma muestra de ADN comercial sin someterla a dicho procedimiento. En la Figura 
54 se muestran los cromatogramas obtenidos.  
 
Figura 54. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-UV de una muestra de ADN comercial de 
timo de ternera (línea gris) y de la fracción metilada aislada de dicha muestra con el kit CpG 
MethylQuest DNA Isolation kit (línea negra).  Identificación de los picos: 1- 5mdCMP, 2-dCMP y 3-
dTMP. 
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Como se puede ver en la Figura 54, el pico correspondiente a la 5mdCMP tiene 
prácticamente la misma área en el ADN que en la fracción metilada aislada de dicho 
ADN, lo que pone de manifiesto que con dicho proceso de aislamiento no se logra una 
preconcentración de la 5mdCMP que permita su determinación con mayor sensibilidad. 
D.1.8 Aplicabilidad de las metodologías desarrolladas 
Aunque los resultados de los dos apartados anteriores ponen de manifiesto que 
no fue posible incrementar la sensibilidad de las metodologías desarrolladas (HPLC-UV 
y HPLC-ICP-MS) para la determinación del nivel de 5mdCMP en el ADN, la Tabla 6 
muestra que ambas metodologías proporcionan límites de detección para la 5mdCMP 
del orden de 30-40 ng mL-1 que, en principio, son adecuados para la determinación de 
la metilación global del ADN al nivel que se presenta en las muestras biológicas. Por 
tanto, se procedió a evaluar la capacidad de los métodos propuestos para determinar 
los niveles de 5mdCMP en muestras de ADN genómico de diferente naturaleza. 
D.1.8.1 Determinación del nivel de metilación global en muestras de ADN 
genómico 
Se llevó a cabo el análisis de ADN proveniente de tres fuentes diferentes: ADN 
comercial de timo de ternera y ADN extraído de dos líneas celulares de cáncer humano 
(A549 y A2780). En todos los casos, las muestras de ADN se hidrolizaron a nucleótidos 
(ver apartado D.1.2.2) y después de ultracentrifugación con filtros de membrana de 10 
KDa, una alícuota de las mismas se diluye con la fase móvil A antes de la inyección en el 
sistema de HPLC-UV y HPLC-ICP-MS para su análisis utilizando las condiciones de trabajo 
que se recogen en la Tabla 4 y la Tabla 5. 
En la Figura 55 se muestran los cromatogramas obtenidos mediante HPLC-UV 
para las tres muestras analizadas; y en la Figura 56 se muestra, a título de ejemplo, el 
cromatograma obtenido para la muestra de ADN de timo de ternera analizada mediante 
HPLC-ICP-MS (monitorizando el 31P). En dichas Figuras se puede observar la presencia 
en todas las muestras analizadas de un pico correspondiente a la 5mdCMP separado de 
la dCMP y del resto de nucleótidos presentes en el ADN sin ninguna interferencia. La 
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identidad de los picos se confirmó, en todos los casos, mediante coelución con los 
correspondientes estándares de los nucleótidos individuales. 
 
 
Figura 55. Cromatogramas obtenidos para el análisis mediante HPLC-UV de diferentes muestras 
de ADN genómico: A) ADN comercial de timo de ternera, B) ADN extraído de la línea celular A549 y 
C) ADN extraído de la línea celular A2780. Identidad de los picos: 1-5mdCMP, 2-dCMP, 3-dTMP, 4-
dAMP y 5-dGMP. 
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Figura 56. Cromatograma obtenido mediante HPLC-ICP-MS (monitorizando el 31P) para el análisis 
de ADN comercial de timo de ternera. Identidad de los picos: 1-5mdCMP, 2-dCMP, 3-dTMP, 4-dAMP 
y 5-dGMP. 
Para calcular el porcentaje de metilación del ADN en las muestras analizadas 
mediante HPLC-UV se utilizó la ecuación [1] (ver apartado D.1.5), en la que se determinó 
la concentración de 5mdCMP y dCMP en cada muestra mediante calibración externa. En 
el caso del análisis mediante HPLC-ICP-MS, el porcentaje de metilación se calculó 
directamente empleando la relación de las áreas de los picos cromatográficos de 
5mdCMP y dCMP. Dado que ambos compuestos se detectan simultáneamente en el 
mismo cromatograma, no es necesario el empleo de patrones internos en ninguna de 
las dos metodologías propuestas (HPLC-UV y HPLC-ICP-MS). 
En la Tabla 7 se recogen los resultados obtenidos para el porcentaje de 
metilación del ADN, calculados como se acaba de comentar, en ADN de timo de ternera 
y ADN extraído de las líneas celulares A549 y A2780. En todos los casos el análisis se 
llevó a cabo por triplicado, es decir, en el ADN procedente de tres cultivos celulares 
independiente de cada una de las líneas celulares en estudio. Como se puede ver en 
dicha Tabla existe una buena concordancia entre los valores obtenidos mediante HPLC-
UV y HPLC-ICP-MS; aunque los porcentajes de metilación por HPLC-ICP-MS son siempre 
ligeramente más bajos que los obtenidos por HPLC-UV. Esto podría atribuirse a las 
diferentes metodologías utilizadas para el cálculo del porcentaje de metilación (en 
HPLC-ICP-MS se basa en la integración relativa de los picos cromatográficos y esto podría 
tener más error).  
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Además, también se observa que el nivel de metilación global obtenido para el 
ADN de timo de ternera está en concordancia con los que se han descrito en la 
bibliografía que están en un rango entre 4,7 y 8,1  %.371 Por otro lado, no hay diferencias 
significativas en el nivel de metilación que presentan las dos líneas celulares humanas 
de cáncer de pulmón (A549) y de cáncer de ovario (A2780) analizadas, pero sí se 
encuentran diferencias en comparación con el ADN de timo de ternera, las líneas 
celulares tumorales presentan un menor nivel de metilación (en torno a un 2%). Aunque 
no se debería comparar el nivel de metilación entre diferentes especies, se espera que 
las células tumorales presenten hipometilación respecto a las células no tumorales. 
 
Tabla 7. Porcentaje de metilación global en diferentes muestras de ADN genómico 
 
a Resultados expresados como media ± desviación estándar, n=3. 
 
D.1.8.2  Efecto del tratamiento con cisplatino en los niveles de metilación 
global del ADN 
Una vez demostrada la capacidad de las metodologías propuestas para la 
determinación del nivel de metilación global del ADN genómico, se evaluó su potencial 
para cuantificar los cambios en el nivel de metilación que podrían ser inducidos 
mediante agentes citotóxicos empleados en tratamientos de quimioterapia y/o 
asociados con la quimiorresistencia.  
Para ello, los cultivos de las células A2780 sensible a cisplatino y su derivada 
isogénica A2780cis resistente al fármaco, fueron expuestos a concentraciones de 
cisplatino de 0 y 20 µM durante 3 horas a 37oC y, posteriormente, fueron lavadas con 
PBS y recogidas mediante tripsinización. A continuación, se procedió a la extracción e 
hidrólisis del ADN de las células (ver apartados D.1.2.1 y D.1.2.2) para su análisis 
Muestra ADN
HPLC-UV
metilacióna(%)
HPLC-ICP-MS
metilacióna(%)
Timo de ternera 4,9±0,1 4,7±0,2
A549 1,9±0,2 1,9±0,3
A2780 2,3±0,2 1,9±0,2
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mediante HPLC-UV y HPLC-ICP-MS. Los resultados del porcentaje de metilación del ADN 
obtenidos se representan en el diagrama de barras de la Figura 57. Como se puede 
observar en esta figura, de nuevo la metodología de HPLC-ICP-MS proporciona 
resultados ligeramente inferiores a los obtenidos mediante HPLC-UV (como ya se 
comentó en el aparatado anterior). Sin embargo, las tendencias resultan análogas en 
ambos detectores. 
 
Figura 57.  Resultados obtenidos para el porcentaje de metilación del ADN extraído de las 
líneas celulares A2780 y A2780cis antes y después del tratamiento con cisplatino. A) Resultados 
obtenidos mediante HPLC-UV y B) Resultados obtenidos mediante HPLC-ICP-MS Nota: (a) línea 
celular tratada con cisplatino (20 µM, 3 h). 
 
En este sentido, se observa que la línea resistente presenta niveles de metilación 
global significativamente inferiores a los de la línea sensible y que, además, dichos 
niveles aumentan drásticamente después del tratamiento con cisplatino. Dichos 
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resultados podrían indicar que el tratamiento con cisplatino en la línea que ya es 
resistente al fármaco induce un incremento de la metilación global del ADN lo que iría 
relacionado con el posible silenciamiento de genes pro-apoptóticos y el consiguiente 
aumento de la resistencia. Para evaluar si esta explicación es plausible, los experimentos 
posteriores de metilación se llevaron a cabo en genes específicos empleando para ello 
un protocolo para aislar dichos genes realizado en colaboración con la Dra. L. María 
Sierra del Departamento de Genética de la Universidad de Oviedo y la doctoranda Marta 
Espina. 
D.1.8.3  Determinación del nivel de metilación en regiones promotoras de 
genes específicos 
Por último, se evaluó la aplicabilidad de las metodologías desarrolladas para el 
estudio del nivel de metilación en regiones promotoras de genes específicos; así como 
la influencia del tratamiento con cisplatino en dicho nivel de metilación 
En concreto, se seleccionaron para su estudio los siguientes genes: ERCC1, ERCC4 
y POLQ, implicados en los procesos de reparación de los daños inducidos en el ADN por 
el cisplatino; BCL-2, BAX y CASP3 relacionados con apoptosis; y TP53 conocido como 
supresor de tumores y relacionado tanto con la reparación del ADN como con la 
apoptosis. 
Para determinar el nivel de metilación en las regiones promotoras de estos genes 
es necesario, en primer lugar, obtener dichas regiones a partir del ADN genómico 
extraído de las líneas celulares A2780 y A2780cis (sensible y resistente a cisplatino, 
respectivamente). El procedimiento fue puesto a punto por M. Espina bajo la 
supervisión de la Doctora L. María Sierra Zapico en el Departamento de Biología 
Funcional (Área de Genética) (Universidad de Oviedo) utilizando el kit comercial 
Dynabeads® MyOneTM Streptavidin C1 y consiste, brevemente, en: para cada gen se 
utilizan un par de enzimas de restricción que produzcan un corte delimitando la región 
promotora de interés de la manera lo más ajustada posible; a continuación, se lleva a 
cabo el rescate de dicha región mediante hibridación con dos oligonucleótidos, cada uno 
de ellos complementario a una de las cadenas de la molécula de ADN en la región de 
interés a rescatar. Estos oligonucleótidos contienen biotina unida el extremo 5’, de tal 
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manera que, una vez hibridados con la hebra de ADN correspondiente, el híbrido puede 
recuperarse a través de la unión de la biotina con partículas magnéticas recubiertas de 
estreptavidina. Seguidamente, con la ayuda de un imán se recogen las partículas que 
contienen el híbrido y se elimina el resto de ADN genómico con varios lavados. 
Finalmente, se separan las dos cadenas de cada gen de sus correspondientes 
oligonucleótidos de rescate por desnaturalización, y permitiendo su renaturalización, se 
consigue obtener el fragmento correspondiente de doble cadena. 
El procedimiento que se acaba de describir se aplicó a ADN genómico extraído 
de las líneas celulares de cáncer de ovario A2780 y A2780cis antes y después del 
tratamiento con cisplatino (40 µmol L-1, 3 horas). Se realizaron tres experimentos 
independientes por línea y tratamiento. Una vez obtenidos los fragmentos de ADN de 
interés éstos se analizaron mediante la metodología de HPLC-UV propuesta (condiciones 
de trabajo en la Tabla 5). 
En la Figura 58 se muestra, a título de ejemplo, el cromatograma obtenido para 
el análisis de la región promotora del gen ERCC1 (concentración aproximada de 0,05 µg 
µL-1) aislado del ADN extraído de la línea celular A2780 (Figura 58A) y A2780cis (Figura 
58B) antes del tratamiento con cisplatino.  
En el cromatograma de la Figura 58A se puede observar el pico al tiempo de 
retención de la 5dMCP separado del resto de nucleótidos sin metilar que representa un 
porcentaje de metilación de alrededor de 2 % (los mismos resultados se obtuvieron para 
el gen ERCC1 aislado de la línea A2780 tratada con cisplatino). Sin embargo, el gen ERCC1 
aislado de la línea celular resistente a cisplatino (Figura 58B) presenta un nivel de 
metilación inferior al 0,5 % (no detectable mediante la metodología de HPLC-UV). 
Cromatogramas totalmente similares a los de la Figura 58 se obtuvieron para el 
análisis del resto de los genes en estudio (ERCC4, POLQ, BCL2, CASP3, BAX y TP53). A 
partir de dichos cromatogramas fue posible establecer que dichos genes presentan unos 
niveles de metilación  en el rango de 1 - 3 % y que, en general, no se han observado 
diferencias significativas en el porcentaje de metilación entre líneas y tratamientos salvo 
en algunos casos muy concretos, como p.ej.,  el ya comentado del gen ERCC1, en el cual 
no se ha detectado metilación para la línea resistente a cisplatino (A2780cis) mientras 
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que para su isogénica sensible se han obtenido valores de metilación de 
aproximadamente 2 % (tanto para la línea control como para la tratada con cisplatino). 
Es de resaltar que la concentración de la región promotora del gen rescatado del ADN 
celular es en todos los casos muy baja (entre 0,03 -0,07 µg µL-1 en un volumen en muchos 
casos inferior a 40 µL); y a pesar de ello, la metodología desarrollada es capaz de 
detectar los niveles de metilación en dichas muestras. 
 
 
Figura 58. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-UV para análisis de la región promotora del 
gen ERCC1: A) en la línea celular A2780 y B) en la línea celular A2780cis. Identidad de los picos: 1-
5mdCMP, 2-dCMP, 3-dTMP, 4-dAMP y 5-dGMP. 
 
142|RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
 
D.1.8.4  Determinación del nivel de metilación global del ADN procedente 
de plantas de arroz 
La metilación del ADN es un evento epigenético muy importante, no solo en 
humanos sino también en las plantas; ya que está implicado en muchos aspectos del 
desarrollo de las mismas desde la diferenciación celular hasta su adaptación al medio 
ambiente. De ahí, el interés actual en investigar los factores que pueden modular el 
epigenoma en las plantas, para poder comprender el proceso y utilizarlo para mejorar 
los cultivos. 
En este sentido, estudios llevado a cabo en el grupo de investigación del Dr. Ajay 
Kohli (Plant Breeding Genetics and Biotechnology Division, International Rice Research 
Institute, Manila, Filipinas) han permitido caracterizar la presencia de un gen que 
codifica la enzima Guanina Desaminasa (Guanine Deaminase, GDA) en las plantas de 
determinados tipos de arroz. Esta enzima es una amidohidrolasa que cataliza el primer 
paso del metabolismo de la purina por desaminación hidrolítica de la guanina, lo que 
resulta en la producción de xantina. Esta vía metabólica controla la homeostasis 
xantosina/xantina y, por lo tanto, está relacionada con la ruta metabólica que lleva a la 
producción de la xantosina a partir de S-adenosilhomocisteína (SAH). Dado que la SAH 
como se explicó en la introducción general (ver Figura 23) es un indicador metabólico 
relevante del estado de metilación del ADN la hipótesis es que la disfunción del gen GDA 
podría influir en dicha metilación. Para investigar esta hipótesis es necesario disponer 
de herramientas analíticas que permitan cuantificar el nivel de metilación global del ADN 
procedente de plantas de arroz, así como la relación SAM/SAH en dichas plantas. 
En consecuencia, se procedió a analizar mediante la metodología de HPLC-UV 
desarrollada muestras de ADN liofilizado procedentes de las raíces y las hojas de plantas 
de arroz de tres tipos: un tipo de plantas que contiene el gen GDA activo (wild type, WA) 
y el mismo tipo con el gen inactivo (knock out, KO); un tipo de plantas en las que la 
enzima GDA no tiene actividad (arroz variedad Vandana); y un tipo de plantas isogénicas 
de la anterior pero que sí tienen actividad para la enzima GDA (arroz variedad 481-B). 
Las muestras (ADN liofilizado) procedentes del laboratorio del Dr. Ajay Kohli se 
reconstituyeron en 100 µL de la fase móvil A y se analizaron siguiendo los 
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procedimientos optimizados previamente. En el cromatograma obtenido mediante 
HPLC-UV para la muestra de ADN extraído de las hojas de la planta del arroz 481-B que 
se recoge en la Figura 59 se puede observar la presencia de los picos de 5mdCMP y dCMP 
pero también se observa la presencia de picos muy intensos correspondientes a los 
nucleótidos del ARN (ver Figura 48) que impiden la correcta separación de los 
nucleótidos del ADN. Los mismos resultados se obtuvieron para el resto de muestras de 
ADN en estudio. Esto indica que dichas muestras están contaminadas con ARN y, por lo 
tanto, fue necesario incorporar una etapa de eliminación del ARN y limpieza de las 
muestras antes de su análisis. 
Para ello, se añade a las muestras (ADN liofilizado, 5 µg disuelto en 100 µL) 2 µL 
de ARNasa de 1 µg µL-1, la mezcla se incuba a 37 oC durante 30 minutos y seguidamente 
se elimina la ARNasa por ultracentrifugación y se limpia la muestra con el Kit comercial 
PCR illustra GFX PCR DNA Gel and Band Purification Kit siguiendo las instrucciones del 
fabricante. 
 
Figura 59. Cromatogramas obtenidos para el análisis mediante HPLC-UV de una muestra de ADN 
extraído de las hojas de la planta del arroz 481-B antes del tratamiento con ARNasa (línea continua) 
comparado con el cromatograma típico obtenido para ADN de timo de ternera (línea punteada). 
Identidad de los picos: 1-5mdCMP, 2-dCMP, 3-dTMP, 4-dAMP y 5-dGMP. 
 
Brevemente, se añaden a la muestra 500 µL de una disolución tampón (tampón 
de captura), la mezcla se transfiere a una columna que contiene una membrana de sílice 
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donde queda retenido el ADN y se centrifuga a 16.000 g durante 30 s. A continuación, 
se añade la disolución de lavado y se centrifuga de nuevo a 16.000 g durante 30 s. 
Finalmente, el ADN se eluye con 50 µl de agua esterilizada libre de nucleasas. 
Una vez purificadas las muestras de ADN, se desnaturalizan y se digieren a 
nucleótidos antes de su inyección en el sistema de HPLC-UV para su análisis (condiciones 
de trabajo en Tabla 5). En la Figura 60 se muestra el cromatograma obtenido para la 
muestra de ADN extraído de las hojas de la planta del arroz 481-B. En el cromatograma 
se ven claramente los picos correspondientes a los nucleótidos 5mdCMP y dCMP 
separados del resto de nucleótidos sin ninguna interferencia. El mismo tipo de 
separación se obtuvo para el resto de las muestras de ADN analizadas. Por tanto, a partir 
de dichos cromatogramas fue posible calcular el porcentaje de metilación del ADN en 
cada una de las muestras. Los resultados obtenidos del análisis por triplicado se recogen 
en los diagramas de barras de la Figura 61. 
 
Figura 60. Cromatogramas obtenidos para el análisis mediante HPLC-UV de una muestra de ADN 
extraído de las hojas de la planta del arroz 481-B. Identidad de los picos: 1-5mdCMP, 2-dCMP, 3-
dTMP, 4-dAMP y 5-dGMP. 
Es importante destacar que, en todos los casos, los niveles de metilación 
encontrados en estas muestras son claramente superiores a los que se habían obtenido 
en la líneas celulares analizadas e incluso en el ADN comercial de timo de ternera. Por 
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tanto, podemos establecer que el método analítico desarrollado permite cuantificar 
niveles de 5mdCMP celular que varía desde niveles de 0.5% hasta el 16% con 
relativamente baja cantidad de ADN de partida procedente de distintos tipos de 
muestras. Estos resultados avalan la robustez de la estrategia desarrollada y su potencial 
aplicabilidad a diferentes problemas biológicos. 
 Respecto a los resultados obtenidos en las muestras de arroz, como se puede 
observar  en la Figura 61 A y Figura 61 B la planta del arroz KO tiene un porcentaje de 
metilación del ADN, tanto en raíces como en las hojas, superior al de la planta WT; 
asimismo, los niveles de metilación en la planta de arroz Vandana son superiores a los 
de la planta de arroz 481-B. Esto parece apoyar la hipótesis de que el gen GDA influye 
en el estado de metilación celular. 
 
Figura 61. Diagrama de barras de los porcentajes de metilación determinados en las muestras de 
ADN procedentes de: A) las hojas y B) las raíces de los diferentes tipos de plantas de arroz 
analizadas: KO, WT, Vandana y 481-B.
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D.2 Desarrollo de metodologías analíticas para la determinación del 
índice de metilación celular (relación SAM/SAH) 
D.2.1 Introducción 
Como se comentó en la introducción general, además de la cuantificación del 
porcentaje de metilación del ADN otros biomarcadores de dicho evento epigenético son 
los metabolitos intermedios del ciclo de transmetilación del ADN. 
 El principal mecanismo bioquímico que regula la metilación del ADN es el ciclo 
de la metionina (ver Figura 23), el cual emplea S-adenosilmetionina (SAM) como donor 
de grupos metilo en la presencia de las enzimas metiltransferasas. Esto da lugar a la 
formación de S-adenosilhomocisteína (SAH) que bajo condiciones normales se hidroliza 
enzimáticamente a adenosina y homocisteína. Sin embargo, esta reacción de hidrólisis 
es reversible con una constante de equilibrio que favorece fuertemente la síntesis de 
SAH más que la hidrólisis. Por tanto, SAH es un potente inhibidor de la metilación celular. 
Debido a este hecho, los niveles de SAM y SAH regulan la capacidad normal de 
metilación del ADN y son importantes indicadores metabólicos del estado de metilación 
celular.223-226 
El empleo de la relación SAM/SAH, también conocida como índice de metilación, 
como biomarcador de la capacidad de metilación de las células, fue sugerida por primera 
vez por Cantoni y col.226 y tiene algunas ventajas frente a otros biomarcadores para 
monitorizar la metilación del ADN; por ejemplo en cáncer epitelial ovárico presenta la 
ventaja de que los cambios en los niveles de SAM y SAH pueden ser detectados en 
estados tempranos del desarrollo de la enfermedad.372 Sin embargo, en condiciones 
fisiológicas, los niveles de SAH son, generalmente, mucho menores que los niveles de 
SAM y ambos se encuentran en concentraciones bajas en matrices biológicas complejas. 
Por tanto, existe la necesidad de disponer de técnicas analíticas de elevada sensibilidad 
y selectividad para llevar a cabo la cuantificación fiable de la relación SAM/SAH en 
muestras biológicas de diferente naturaleza. 
En este sentido, la técnica de LC-MS/MS ha demostrado tener unas 
características analíticas adecuadas como son su elevada selectividad, sensibilidad y la 
capacidad de análisis a gran escala con tiempos de preparación de muestra 
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relativamente cortos, para la determinación de SAM y SAH en muestras biológicas. Sin 
embargo, en algunos casos, la precisión y exactitud obtenida mediante LC-MS/MS no es 
satisfactoria debido a los problemas ya comentados de la supresión de la ionización o, 
por el contrario, a un incremento de la misma provocada por la coelución de 
componentes de la matriz. Estos efectos de matriz pueden minimizarse mediante el 
empleo de patrones internos adecuados y, en consecuencia, la técnica de LC-MS/MS, 
como se comentó previamente, se ha utilizado para la determinación de SAM y SAH en 
fluidos biológicos humanos como plasma,373,374 suero375 y líquido cefalorraquídeo; 376,377 
así como en tejidos animales. 378 Sin embargo, existen muy pocas metodologías de LC-
MS/MS para la determinación de SAM y SAH en cultivos celulares.379,380 
Por tanto, en este capítulo de la Tesis nos pareció interesante evaluar, de manera 
comparativa, las características analíticas de una técnica bien conocida para determinar 
la relación SAM/SAH como es la cromatografía de pares iónicos con detección mediante 
ESI-MS/MS, con otras estrategias de análisis basadas en la técnica más convencional de 
HPLC-UV-VIS empleando dos modalidades cromatográficas: fase reversa con pares 
iónicos e intercambio catiónico. Además, dado que tanto SAM como SAH contienen un 
átomo de azufre en su estructura (ver Figura 22), también se evaluó el potencial analítico 
del ICP-MS como sistema de detección para la monitorización de ambas moléculas 
(midiendo azufre) después de la separación cromatográfica. De esta manera, como 
resultado del estudio comparativo será posible seleccionar la metodología analítica más 
adecuada para la determinación del índice de metilación en cultivos celulares. 
D.2.2 Procedimiento de preparación de la muestra 
Puesto que el citosol es el medio interno celular donde tiene lugar la vía 
metabólica en la que participan SAM y SAH (Figura 23), el procedimiento de preparación 
de las muestras a analizar, cultivos celulares de las líneas de cáncer de ovario A2780 y 
A2780cis, consiste en una lisis celular. Para ello, las células se centrifugaron a 1.000 g 
durante 5 min para eliminar en primer lugar el medio de cultivo. A continuación, se 
recogió el pellet y se disolvió en agua fría a 4oC (cuatro volúmenes de agua por cada 
volumen de muestra) agitando vigorosamente en vortex durante 5 min y seguidamente 
se introdujo en baño de ultrasonidos durante 10 min. El lisado celular se completó por 
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sucesivos ciclos de congelación-descongelación (congelando con nitrógeno líquido y 
calentando a 37oC) y, finalmente, se centrifugó a 1.000 g para separar el citosol 
(sobrenadante) de las membranas celulares. 
Para normalizar la cantidad de SAM y SAH presente en los diferentes cultivos 
celulares analizados y poder así comparar los resultados obtenidos (dado que no tienen 
todos el mismo número de células), se cuantificó el contenido de proteína total en el 
citosol celular antes de su análisis mediante un calibrado con patrones externos de 
albúmina de suero bovino midiendo la absorbancia a 280 nm. 
D.2.3 Optimización de las separaciones cromatográficas 
D.2.3.1 Cromatografía de pares iónicos con detección UV 
En primer lugar se procedió a optimizar la separación de SAM y SAH mediante 
HPLC de fase inversa con pares iónicos utilizando para la detección la medida de la 
absorbancia a 258 nm, longitud de onda donde ambos compuestos presentan su 
máxima absorción. 
Para ello, se prepararon disoluciones patrón de SAM y SAH a una concentración 
aproximada de 1 mg mL−1 en agua conteniendo 1 % (v/v) de ácido acético para evitar la 
posible degradación de SAM y a partir de ellas se prepararon cada día las disoluciones 
de trabajo por dilución adecuada con la correspondiente fase móvil. Con estas 
disoluciones de trabajo se estudió el comportamiento cromatográfico de SAM y SAH en 
una columna Zorbax Eclipse XDB C18 (150 x 4,6 mm; 5µm), empleando como reactivo 
formador de pares iónicos en la fase móvil una disolución de formiato amónico 5 mmol 
L-1. Para optimizar la separación se investigó el efecto de los siguientes parámetros: la 
concentración de modificador orgánico (acetonitrilo o metanol), el pH de la fase móvil, 
diferentes gradientes de elución y la temperatura de la columna, con la idea de obtener 
la mejor resolución en el menor tiempo de análisis. El flujo de fase móvil fue en todos 
los casos de 0,5 mL min-1. 
Los mejores resultados se consiguieron empleando como fases móviles 
disoluciones de: formiato amónico 5 mmol L-1 con un 0,10 % (v/v) de ácido fórmico (fase 
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A) y acetonitrilo con un 0,1 % (v/v) de ácido fórmico (fase B); y utilizando para la elución 
el gradiente que se muestra en la Tabla 8 junto con el resto de condiciones de trabajo.  
 
 
Tabla 8. Condiciones cromatográficas para la separación de SAM y SAH mediante HPLC de pares 
iónicos  
 
 
En la Figura 62 se muestra el cromatograma obtenido en las condiciones de 
trabajo de la Tabla 8 para una mezcla patrón de SAM y SAH en una concentración de 16 
mg L-1. Como se puede observar, se consigue una separación completa entre SAM que 
eluye a un tiempo de retención de aproximadamente 4,0 min y SAH que eluye con un 
tiempo de retención de 7,5 min. El orden de elución de los analitos se estableció 
mediante la inyección de cada uno de ellos por separado.  
Sin embargo, es posible observar que, en las condiciones de trabajo empleadas, 
ambos cromatogramas proporcionan un perfil de elución ligeramente ensanchado en la 
base, lo que genera un empobrecimiento de la resolución obtenida empleando este 
sistema. Se evaluaron, por tanto, estrategias de separación alternativas. 
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Figura 62. Cromatograma obtenido mediante HPLC de pares iónicos con detección UV a 258 nm 
para una disolución patrón mezcla de SAM y SAH. 
 
D.2.3.2 Cromatografía de intercambio catiónico con detección UV. 
Teniendo en cuenta que SAM es un compuesto que, a diferencia de SAH, tiene 
una carga positiva en el átomo de S presente en su estructura (ver Figura 22) es posible 
trabajando por ejemplo a pH 3,5, conseguir que se protone el grupo amino terminal de 
ambos compuestos de manera que, a ese pH, SAM tiene dos cargas positivas mientras 
que SAH tiene solo una y, por tanto, se puede llevar a cabo su separación mediante HPLC 
de intercambio catiónico. 
Para ello, se utilizó una columna de intercambio catiónico Mono S HR 4,6/100 PE 
(100 x 4,6 mm; 10 µm) y se optimizaron las condiciones de la separación empleando 
como fase móvil A una disolución reguladora de malonato amónico 50 mmol L-1 (pH 3,5) 
y como fase móvil B una disolución de acetato amónico 0,5 mol L-1 conteniendo 
malonato amónico 50 mmol L-1 (pH 3,5). La elución se llevó a cabo con diferentes 
gradientes siempre a un flujo de fase móvil de 1 mL min-1 y detección UV a 258 nm. Los 
mejores resultados se obtuvieron con el gradiente que se recoge en la Tabla 9 junto con 
el resto de condiciones de trabajo seleccionadas tras los estudios de optimización. 
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Tabla 9.  Condiciones cromatográficas para la separación de SAM y SAH mediante HPLC de 
intercambio catiónico 
 
Con las condiciones de trabajo de la Tabla 9 se obtiene una buena separación de 
los analitos, como se observa en la Figura 63, con un tiempo de retención para SAH de 
4,5 min; mientras que SAM, como era de esperar, eluye a un tiempo de retención de 7,9 
minutos. En este tipo de cromatografía los perfiles de elución resultan ligeramente 
ensanchados si se comparan con los obtenidos a través de la cromatografía de fase 
inversa. Sin embargo, el perfil de elución en este caso es gausiano sin ningun tipo de 
cola. 
 
Figura 63. Cromatograma obtenido mediante HPLC de intercambio catiónico con detección UV 
a 258 nm para una disolución patrón mezcla de SAM y SAH (100 mg L-1) 
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D.2.4 Acoplamiento HPLC de intercambio catiónico-ICP-MS 
Una vez optimizada la separación de SAM y SAH mediante dos modalidades 
cromatográficas (HPLC de fase inversa con pares iónicos y HPLC de intercambio 
catiónico) se estudió el potencial analítico del empleo del ICP-MS como sistema de 
detección puesto que ambos compuestos contienen en su estructura un heteroátomo, 
el S, que puede ser monitorizado mediante ICP-MS. 
Como ya se comentó anteriormente, el acoplamiento HPLC-ICP-MS es sencillo; 
sin embargo, dicho acoplamiento solo fue posible con la cromatografía de intercambio 
catiónico, ya que en el caso de la cromatografía de fase inversa con pares iónicos se 
utilizaba para la separación una fase móvil con un elevado porcentaje de acetonitrilo (al 
final del gradiente el porcentaje de acetonitrilo es de un 80% a un flujo de 0,5 mL min-1) 
(ver Tabla 8) que es incompatible con la detección por ICP-MS. La introducción de fases 
móviles con un alto contenido en disolventes orgánicos en el ICP-MS afecta 
negativamente a la estabilidad del plasma, produciendo un “enfriamiento” del mismo 
que disminuye su capacidad de ionización y, por lo tanto, la sensibilidad e incluso puede 
llegar a provocar la extinción del plasma. Además, se pueden generar depósitos de 
carbono en los conos de la interfase que pueden dar lugar también a una disminución 
de la sensibilidad pudiendo incluso llegar a obturarse. Por esta razón, es necesario que 
el porcentaje de disolvente orgánico presente en las fases móviles utilizadas en la 
separación sea inferior al 20 % cuando se opera con HPLC convencional. El empleo de 
sistemas de HPLC capilar (que opera con flujos de alrededor de 4 μL min-1) permiten la 
introducción directa de hasta un 100 % de disolvente orgánico en el plasma. 
Por otro lado, es necesario tener en cuenta que la detección de azufre mediante 
ICP-MS posee diversos inconvenientes como son una baja eficacia de ionización debido 
a su elevado potencial de ionización (10,4 eV). Se estima que el grado de ionización del 
azufre en un plasma de argon es en torno al 10%.381 Además, los cuatro isótopos del 
azufre (32S, 33S, 34S y 36S) están interferidos por diversas interferencias isobáricas y 
poliatómicas como se muestra en la Tabla 10. Siendo la principal interferencia el 16O2+ 
que interfiere sobre el isótopo de azufre más abundante 32S de manera que para separar 
dichas interferencias se necesitaría una resolución R=1801. Puesto que un analizador de 
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masas tipo cuadrupolo convencional posee una resolución de R=300, el azufre no se 
puede medir selectivamente empleando este tipo de analizador.382 
Tabla 10. Isótopos de azufre con sus correspondientes interferencias y la resolución necesaria 
para eliminarlas 
 
Alternativamente, existen tres diferentes estrategias basadas en ICP-MS que 
permiten separar los isótopos de azufre de sus interferencias: el empleo de una celda 
de reacción para medir el óxido de azufre formado (SO+) añadiendo O2 a la celda, una 
celda de colisión con Xe como gas de colisión383 o un ICP-MS de alta resolución o doble 
enfoque. Éste último es el que se utiliza en la presente Tesis. Como se comentó en la 
sección Experimental, se empleó el equipo Thermo Element 2, que permite, trabajando 
con la resolución adecuada, separar la mayoría de las interferencias espectrales del 
azufre y otros elementos (p.ej., el P como se mostró en el capítulo anterior). En la Figura 
64  se muestra la separación de 32S y 34S de las correspondientes interferencias del 
oxígeno (línea punteada) trabajando a media resolución (R=4000). 
 
Figura 64. Separación de las interferencias poliatómicas del oxígeno del 32S+ y 34S+ mediante ICP-
DF-MS 
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Por lo tanto, fue necesario optimizar las condiciones de trabajo del ICP-DF-MS 
para su empleo como detector del azufre contenido en SAM y SAH tras su separación 
por cromatografía de intercambio catiónico. Dichas condiciones de trabajo se recogen 
en la Tabla 11. 
Tabla 11. Condiciones instrumentales para la detección de S mediante ICP-DF-MS 
 
En la Figura 65 se muestra el cromatograma obtenido para la separación de SAM 
y SAH utilizando las condiciones de trabajo de las Tabla 9 y 11. Se observa que el perfil 
de elución obtenido para ambos compuestos monitorizando su contenido en 32S 
mediante ICP-MS es similar al obtenido empleando detección UV (ver Figura 63). Sin 
embargo, cabe destacar que uno de los problemas de monitorizar S mediante ICP-MS es 
la elevada señal de fondo que se observa debido a impurezas en las fases móviles así 
como procedentes de los componentes del ICP. En este caso, se observa una señal de 
fondo constante entre 8.000-9.000 cuentas por segundo que reducen significativamente 
la sensibilidad de la técnica. 
Parece, por tanto, crítico que para la detección de S mediante ICP-MS se corrijan 
las señales procedentes de los distintos reactivos. Además, es posible observar la 
presencia de trazas de otras especies que contienen este elemento en el volumen 
muerto (1,5 minutos) y que no ha sido identificada. 
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Figura 65. Cromatograma de una disolución patrón de 10 mg L-1 mezcla de SAM y SAH obtenido 
mediante HPLC de intercambio catiónico con detección del 32S mediante ICP-DF-MS 
 
D.2.5 Acoplamiento HPLC de pares iónicos- ESI -MS/MS  
Por último, se estudió la separación de SAM y SAH mediante HPLC-ESI-MS. Para 
ello hay que tener en cuenta los requisitos que tienen que cumplir las fases móviles para 
poder ser introducidas directamente en la fuente de ESI. El ESI-MS es vulnerable a la 
presencia de elevadas concentraciones salinas (mayores de 10 mmol L-1) y de algunos 
compuestos, como p.ej., algunos reactivos formadores de pares iónicos que pueden 
afectar negativamente el proceso de ionización. De manera que no pueden utilizarse 
como fases móviles disoluciones salinas no volátiles. Las sales no volátiles como fosfatos, 
boratos, sulfatos o citratos se pueden depositar en las lentes. Todos estos procesos 
pueden resultar en una disminución significativa de la sensibilidad. Además, la adición 
de reactivos de pares iónicos como, por ejemplo, ácido trifluoroacético (TFA) o ácido 
tricloroacético (TCA) a las fases móviles puede provocar la supresión de la ionización 
tanto en modo positivo como en modo negativo. 
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 Las fases móviles que son compatibles con ESI contienen sales volátiles como, 
por ejemplo, formiato amónico, acetato amónico o carbonato amónico. Además, se 
pueden añadir aditivos a la fase móvil para incrementar la eficiencia de la ionización. Por 
tanto, para incrementar la ionización en modo positivo se pueden adicionar a las fases 
móviles donores de protones, como ácido acético o ácido fórmico en porcentajes <1 %. 
Mientras que trabajando en modo negativo se pueden añadir aceptores de protones 
como hidróxido amónico. 
Para llevar a cabo la separación se seleccionó la modalidad de pares iónicos, pero 
empleando el ácido fórmico como agente formador de pares iónicos compatible con el 
ESI-MS. Se empleó una columna de fase inversa Zorbax Eclipse Plus C18 (50 × 2,1 mm, 
1,8 µm de tamaño de partícula) de dimensiones más reducidas y con menor tamaño de 
partícula que la usada previamente en HPLC-UV (ver Tabla 8).  Se trata de una columna 
de Cromatografía Líquida de Ultra Alta Resolución, UHPLC (Ultra High Performance 
Liquid Chromatography), que permite obtener separaciones muy rápidas con gran 
resolución.  Por tanto, se trabajó con un volumen de inyección más pequeño de 5 µL y a 
un flujo de fase móvil también más pequeño de 0,25 mL min-1. Además, fue necesario 
optimizar de nuevo las condiciones del gradiente de elución. En la Tabla 12 se recogen 
las condiciones cromatográficas de trabajo seleccionadas finalmente para la separación 
de SAM y SAH mediante UHPLC. 
 
Tabla 12. Condiciones cromatográficas para la separación de SAM y SAH mediante UHPL de 
pares iónicos  
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Como sistema de detección se utilizó un espectrómetro de masas de triple 
cuadrupolo Agilent 6460 con fuente de ionización por ESI con tecnología Jet-Stream (ver 
Figura 37). Utilizando este detector es necesario optimizar una serie de parámetros que 
afectan al proceso de formación de los iones cuando se utilizan las condiciones 
cromatográficas de la Tabla 12, como son: el voltaje del capilar, la presión del 
nebulizador, el flujo del sheat gas (N2) y su temperatura; y el flujo del gas de secado (N2) 
y su temperatura. Los parámetros optimizados se recogen en la Tabla 13.  
Tabla 13. Condiciones de trabajo para la detección de SAM y SAH mediante ESI-MS/MS en la 
modalidad de MRM 
 
Puesto que los analitos (SAM y SAH) poseen en su estructura uno o más átomos 
de N capaces de protonarse se trabajó en modo positivo con un voltaje del capilar de 
3.500 V; y se fijó un dwell time (tiempo que el analizador está adquiriendo un 
determinado ion) de 200 ms. Además, las medidas se llevaron a cabo en modo MRM 
(Multiple Reaction Monitoring) para mejorar tanto la sensibilidad como la selectividad 
de la determinación de SAM y SAH en muestras complejas, como es el caso de las 
muestras de interés (cultivos celulares). Por tanto, es necesario optimizar, también, el 
proceso de fragmentación en el triple cuadrupolo. Para ello, se obtuvo para cada analito 
el espectro de masas simple y se seleccionó la molécula protonada [M+H]+como ion 
precursor (m/z 399 para SAM y m/z 385 para SAH). A continuación, se modificó el voltaje 
del cono para conseguir la mayor intensidad del ion precursor y la energía de colisión 
(en voltios) para que la intensidad de los distintos fragmentos sea la mayor posible. El 
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ion de fragmentación más abundante se seleccionó como ion producto para la 
cuantificación. En la Tabla 13 se recogen los iones seleccionados y las condiciones de 
trabajo optimizadas. 
En la Figura 66 se recogen los espectros de MS/MS obtenidos en las condiciones 
de trabajo de la Tabla 13 para disoluciones patrón de SAH y SAH de 200 ng mL-1. La Figura 
66A muestra la señal obtenida para SAM en el barrido de los iones producto obtenidos 
del ion mayoritario (ion precursor, m/z 399) en el barrido de masas simple; y la Figura 
66B muestra la señal obtenida para SAH en el correspondiente barrido de los iones 
producto obtenidos del ion precursor (m/z 385). 
 
Figura 66. Espectros de MS/MS de patrones independientes de SAM y SAH con una 
concentración de 200 µg mL-1. A) Barrido de iones producto de SAM y B) Barrido de iones producto 
de SAH.  Se muestra, en ambos casos, la estructura más probable del ion producto más abundante. 
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A la vista de los resultados obtenidos se seleccionaron para la cuantificación en 
modo MRM las transiciones más intensas que son 399→250 para SAM (que corresponde 
al ion producto formado por la pérdida del fragmento de metionina de la molécula) y 
385→136 para SAH (que corresponde al ion producto formado por la pérdida del 
fragmento de homocisteína-ribosa de la molécula). Además, se seleccionaron las 
segundas transiciones más intensas 399→136 para SAM y 385→134 para SAH con fines 
de confirmación de la presencia de los analitos en las muestras analizadas.  
Empleando las transiciones más intensas y las condiciones de trabajo de las Tabla 
12 y Tabla 13, es posible obtener el cromatograma que se muestra en la Figura 67 para 
una disolución patrón mezcla de SAM y SAH en concentración de 100 µg L-1. 
 
 
Figura 67. Cromatograma obtenido mediante LC-ESI-MS/MS para una disolución patrón mezcla 
de SAM y SAH usando la transición 399→250 para SAM y 385→136 para SAH. 
Se puede observar en dicha Figura 67 que se consigue una excelente resolución 
entre ambos compuestos en un tiempo inferior a 2,5 min. Es preciso mencionar en este 
punto que se trata de una cromatografía ultrarrápida que proporciona separaciones 
adecuadas en tiempos cortos debido al pequeño tamaño de partícula (1,8 µm en este 
caso) que hace que la eficacia sea muy elevada empleando flujos de fase móvil 
relativamente altos. 
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D.2.6 Características analíticas comparadas 
Una vez establecidas las condiciones experimentales más adecuadas para la 
separación y detección de SAM y SAH mediante las técnicas de HPLC-UV, HPLC-ICP-DF-
MS y LC-ESI-MS/MS, se procedió a determinar las características analíticas más 
relevantes de las metodologías desarrolladas. 
En primer lugar, se determinó la linealidad de la metodología de HPLC-UV (tanto 
en la modalidad de pares iónicos como de intercambio catiónico). Para ello, se 
cromatografiaron una serie de disoluciones patrón con concentraciones variables y 
crecientes de los analitos (SAM y SAH). De los cromatogramas obtenidos, se deduce que 
para los dos analitos existe una buena linealidad en todo el intervalo de concentración 
estudiado. Las ecuaciones de las correspondientes rectas de calibrado (área de pico en 
función de la concentración) junto con sus coeficientes de correlación (R) se recogen en 
la Tabla 14. 
Tabla 14. Características analíticas de las metodologías de HPLC-UV 
HPLC de fase inversa con pares iónicos 
 
HPLC de intercambio catiónico 
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En la Tabla 14 también se muestran los límites de detección (LD) y cuantificación 
(LC) calculados como 3 veces y 10 veces, respectivamente, la desviación estándar de la 
señal del blanco al tiempo de retención de los analitos dividido entre la sensibilidad 
(pendiente de la recta de calibrado). Como se puede ver en dicha Tabla los límites de 
detección de la metodología de HPLC de intercambio catiónico (0,18 mg L-1 para SAH y 
0,46 mg L-1 para SAM) son bastante peores que los obtenidos mediante la modalidad de 
pares iónicos (0,056 mg L-1 para SAM y de 0,024 mg L-1 para SAH), pero tiene la ventaja 
de poder ser acoplada directamente al ICP-MS como detector puesto que las fases 
móviles son compatibles con dicho sistema de detección. Por último, se calculó la 
repetibilidad de ambas metodologías expresada como el coeficiente de variación (CV) 
del área del pico para tres inyecciones consecutivas de una disolución patrón mezcla de 
SAM y SAH de 32 mg L-1 de cada analito, obteniéndose CV de 3-6 % para SAM y 1-2 % 
para SAH (ver Tabla 14). 
En cuanto a las principales características analíticas de la metodología de HPLC 
de intercambio catiónico con detección mediante ICP-MS, en primer lugar, se determinó 
el intervalo de linealidad de la curva de trabajo (área de pico frente a la concentración) 
utilizando una serie de disoluciones patrón con concentraciones variables y crecientes 
de SAM y SAH desde 1 mg L-1 hasta 30 mg L-1. Las ecuaciones de las rectas de calibrado 
obtenidas junto con sus coeficientes de correlación se recogen en la Tabla 15 y muestran 
que existe una buena linealidad en todo el intervalo de concentraciones ensayado.  
Tabla 15. Características analíticas de la metodología de HPLC-ICP-MS 
 
 
Asimismo, se calcularon los límites de detección (LD) utilizando el mismo criterio 
que para la detección UV. En la Tabla 15 se puede ver que los límites de detección 
obtenidos son 0,32 mg L-1 para SAM (27 µg L-1 como azufre) y 0,28 mg L-1 para SAH (21 
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µg L-1 como azufre).  Por tanto, los límites de detección obtenidos con esta técnica no 
mejoran los obtenidos empleando detección UV (ver Tabla 14) por lo que solo se 
justificaría su empleo en el análisis de muestras debido a su mejor selectividad. 
Finalmente, se calculó la repetibilidad de la técnica de HPLC-ICP-MS, expresada como el 
coeficiente de variación del área del pico para tres inyecciones consecutivas de una 
disolución patrón mezcla de SAM y SAH en concentración de 5 mg L-1 de cada analito, 
obteniéndose un CV de 3,3 % para SAH y 10,5% para SAH (Tabla 15). 
Por último, se establecieron las características analíticas: intervalo lineal; límites 
de detección y cuantificación; y repetibilidad (CV) del área de pico, de la metodología de 
LC-ESI-MS/MS propuesta. En la Tabla 16 se puede ver que dicha metodología presenta 
un rango dinámico lineal que va desde 5 hasta 200 µg L-1 (máxima concentración 
ensayada) para ambos analitos, con muy buena linealidad para SAH (coeficiente de 
correlación de la recta de calibrado, área de pico vs concentración, de 0,999) y una 
linealidad aceptable para SAM (coeficiente de correlación de la recta de calibrado de 
0,986). En la Tabla 16 también se observa que la metodología de LC-ESI-MS/MS es muy 
sensible con límites de detección (calculados utilizando el mismo criterio que en las 
técnicas de HPLC-UV y HPLC-ICP-MS) de 0,5 y 1 µg L-1 para SAM y SAH, respectivamente. 
Estos límites de detección son, al menos, un orden de magnitud mejores que los de las 
otras dos técnicas desarrolladas (ver Tabla 14 y Tabla 15). Por lo tanto, se seleccionó la 
técnica de LC-ESI-MS/MS para su aplicación al análisis de las muestras de interés 
(cultivos celulares).  
Tabla 16. Características analíticas de la metodología de LC-ESI-MS/MS 
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D.2.7 Estrategias de preparación de muestras para el análisis de SAM y 
SAH mediante ESI-MS/MS 
Puesto que el objetivo de este capítulo es desarrollar metodologías que permitan 
la cuantificación de SAM y SAH en el citosol de células tumorales en cultivo, donde 
posiblemente su concentración es baja y donde además están presentes otros muchos 
compuestos, se consideró de interés estudiar la posibilidad de extraer y preconcentrar 
los analitos de la muestra antes de su análisis mediante la metodología de LC-ESI-MS/MS 
propuesta. 
 Para ello, se estudiaron dos técnicas: la técnica de cromatografía de afinidad con 
la columna TSK-GEL® Boronate-5PW que tiene como ligando de afinidad en la fase 
estacionaria al ácido m-aminofenilborónico (boronato); y la técnica de extracción en 
fase sólida (SPE, Solid Phase Extraction) con cartuchos de afinidad (Bond ELUT-PBA, 100 
mg, 1mL) que contienen ácido fenilborónico como ligando de afinidad. El mecanismo de 
retención en ambas técnicas es el mismo y se basa, como se muestra esquemáticamente 
en la Figura 68,384,385 en que en medio alcalino (pH 8) el ácido fenilborónico se une 
selectivamente a los grupos hidroxilo en posición cis de la ribosa presente en la 
estructura de SAM y de SAH (ver Figura 22).  De manera, que la posterior elución de los 
analitos retenidos se puede conseguir simplemente disminuyendo el pH. 
 
Figura 68. Mecanismo de retención/elución de compuestos con grupos cis-diol en fases sólidas 
que contienen ácido fenilborónico como ligando. (a) En primer lugar, se lleva a cabo la activación del 
ácido borónico en medio básico; (b) a continuación, se forma el enlace covalente con el diol vecinal; 
y (c) finalmente, se añade un ácido para romper el enlace covalente y regenerar el ácido 
fenilborónico. 
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o Cromatografía de afinidad 
Para la cromatografía de afinidad se empleó como fase móvil de carga (load 
buffer) una disolución reguladora de acetato amónico (250 mmol L-1, pH 8,5) que 
contiene MgCl2.6H2O (50 mmol L-1). Utilizando esta fase móvil a un flujo de 1 mL min-1 
se inyectó (50 μL) una disolución patrón de SAM y SAH. Después de 5 min los analitos 
son eluidos con una fase móvil de ácido acético 100 mmol L-1 a un flujo de 1 mL.min-1 
durante 20 min. La detección de los analitos se llevó a cabo mediante absorción UV a 
258 nm. En la Figura 69 se muestra el cromatograma obtenido en esta condiciones de 
trabajo para una disolución patrón mezcla de SAM y SAH (10 µg mL-1 ) preparada en la 
disolución reguladora de carga. 
  Como se puede observar los analitos eluyen a un tiempo aproximado de 11 
minutos, el pico que se observa a unos 9 min. está presente también en el blanco.  
 
Figura 69. Cromatograma de la inyección de 50 µL de una disolución patrón mezcla de SAM y 
SAH (10 µg mL-1) empleando la columna de afinidad. El rectángulo remarca la fracción recogida y 
preconcentrada. 
  
A continuación, se recogió la fracción correspondiente a la elución de SAM y SAH 
de la columna de afinidad (rectángulo que se muestra en la Figura 69) y se llevó hasta 
casi sequedad bajo corriente de N2(g). Finalmente, se redisolvió en 50 µL de fase 
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malonato amónico 50 mmol L-1, pH 3,5 (de manera que, de haberse recuperado ambos 
analitos por completo, la concentración de SAM y SAH debería ser de 10 µg mL-1) y se 
analizó mediante HPLC de intercambio catiónico con detección UV (ver condiciones de 
trabajo en la Tabla 9), obteniéndose el cromatograma de la Figura 70. 
Como se puede ver en la Figura 70 los picos obtenidos para la fracción 
procedente de la columna de afinidad son muy anchos y no están bien separados. Se 
estima una recuperación en torno a un 85 % para SAH mientras que en el caso de SAM 
se observa una gran deformación del pico que dificulta hacer dicho cálculo.  Por lo que 
la cromatografía de afinidad no parece ser una estrategia muy adecuada para su 
aplicación a muestras reales 
 
Figura 70. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-UV para: (línea negra) una disolución 
patrón mezcla de SAM y SAH de 10 µg mL-1); (línea gris) la fracción procedente de la cromatografía 
de afinidad  
 
o Extracción sólido-líquido con cartuchos de afinidad 
Para llevar a cabo el proceso de extracción sólido-líquido con los cartuchos de 
afinidad, en primer lugar, se llevó a cabo el acondicionamiento del cartucho con 3 mL 
de ácido acético 100 mmol L-1 y 3 mL de acetato amónico (250 mmol L-1, pH 8,5) que 
contiene MgCl2.6H2O (50 mmol L-1). Una vez preparado el cartucho se hace pasar a su 
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través 1 mL de una disolución patrón mezcla de SAM y SAH de 10 µg mL-1 a pH 8,5. A 
continuación, se procede al lavado empleando 2 mL de la disolución de acetato amónico 
(250 mmol L-1, pH 8,5) y, finalmente, se eluyen los analitos con 1 mL de ácido acético 
100 mmol L-1. Este eluato se inyecta en el sistema HPLC de intercambio catiónico con 
detección UV (ver condiciones de trabajo en Tabla 9) obteniéndose los cromatogramas 
que se muestran en la Figura 71. 
Tal y como se observa en la Figura 71 el problema principal del empleo de los 
cartuchos de SPE es que la recuperación no es la misma para ambos compuestos, 
perdiéndose mucha más cantidad de SAH que de SAM. Mediante la integración de las 
áreas de ambos picos se estima una recuperación para SAH en torno al 55 % mientras 
que para SAM se recupera en torno a un 95 %. De manera que si se pretendiese utilizar 
esta metodología para la extracción/preconcentración de SAM y SAH del citosol de las 
muestras de cultivos celulares sería necesario corregir los resultados obtenidos teniendo 
en cuenta la recuperación que se obtiene para cada analito para poder calcular el índice 
de metilación (relación SAM/SAH). 
 
Figura 71. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-UV para: una disolución patrón mezcla de 
SAM y SAH de 10 µg mL-1 (línea negra); y el eluato procedente del cartucho de SPE (concentración 
de SAM y SAH de 10 µg mL-1) (línea gris) 
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D.2.8 Determinación del índice de metilación en líneas celulares 
tumorales: efecto del tratamiento con cisplatino 
 
Una vez seleccionada la metodología de LC-ESI-MS/MS desarrollada como la más 
adecuada para la determinación del índice de metilación celular se procedió a su 
aplicación al análisis de las muestras de interés: células tumorales de cáncer de ovario 
sensibles y resistentes a cisplatino (A2780 y A2780cis) en las cuales se había 
determinado la metilación del ADN en experimentos previos (descritos en el capítulo 1 
de la presente Tesis). El objetivo es cuantificar los cambios en el índice de metilación 
que podrían ser inducidos por un agente citotóxico como el cisplatino.  
Para ello, los cultivos de las células A2780 sensible a cisplatino y su derivada 
isogénica A2780cis resistente al fármaco, fueron expuestos a concentraciones de 
cisplatino de 0 y 20 μM durante 3 h a 37 °C y, posteriormente, fueron lavadas con PBS y 
recogidas mediante tripsinización. A continuación, se procedió a la lisis de las células 
(ver apartado D.2.2) para su análisis mediante LC-ESI-MS/MS. 
Puesto que, como ya se comentó, cuando se emplea ESI como técnica de 
ionización, uno de los principales problemas es la disminución o aumento de la señal 
debido a otros componentes presentes en la matriz (efecto matriz), se evaluó si existían 
efectos de matriz importantes mediante la dilución sucesiva de la muestra (lisado 
celular) con la correspondiente fase móvil y su posterior análisis (condiciones de trabajo 
Tablas   12 y 13). Se ensayaron diluciones 1:10, 1:20 y 1:50 y se observó una relación 
lineal entre la señal obtenida (área de los picos cromatográficos de los analitos) y la 
sucesiva dilución de las muestras; es decir, el área de los picos disminuye de manera 
proporcional a la dilución de la muestra. Por tanto, la supresión o incremento de la 
ionización por la matriz parece despreciable.  
Además, para descartar por completo la presencia de efectos de matriz, se llevó 
a cabo el análisis de una de las muestras mediante calibración externa y por adiciones 
estándar y se compararon las pendientes de las rectas de calibrado obtenidas. El 
cociente de dichas pendientes tiene un valor de 1,02, de manera que mediante el 
calibrado de adiciones estándar se obtiene una relación [SAM]/[SAH] de 3,80.10-3 y, 
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mediante calibración externa, la relación obtenida tiene un valor de 3,74.10-3. Por tanto, 
parece que no existen efectos de matriz y, en consecuencia, la determinación de los 
analitos en las muestras en estudio se llevó a cabo mediante calibración externa. 
En la Figura 72 se muestra, a título de ejemplo el cromatograma obtenido para 
el análisis mediante LC-ESI-MS/MS (condiciones de trabajo en las Tablas 12 y 13) del 
lisado procedente de las células de la línea celular A2780 sin ningún pretratamiento de 
la muestra. 
 
Figura 72. Combinación de los cromatogramas obtenidos para el análisis mediante LC-ESI-
MS/MS del lisado de las células A2780 utilizando las transiciones: para SAM  399→250 para 
cuantificación (trazo negro) y 399→136 para confirmación (trazo gris); para SAH 385→136 para 
cuantificación (trazp negro) y 385→134 para confirmación (trazo gris) 
 
Los resultados obtenidos para el contenido de SAM y SAH en las muestras 
analizadas, normalizados con respecto a la concentración de proteína total en las 
mismas, junto con el correspondiente índice de metilación (relación [SAM]/[SAH]) se 
recogen en los diagramas de barras de la Figura 73. La Figura 73A muestra la 
concentración de SAM y SAH (µg/g de proteína) para tres cultivos celulares 
independientes; y la Figura 73B el valor medio del índice de metilación.  
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Figura 73. Resultados del índice de metilación en las líneas de cáncer de ovario sensible (A2780) 
y resistente a cisplatino (A2780cis) antes y después del tratamiento con cisplatino con una 
concentración 20 µM. A) Resultados de SAM (columna azul) y SAH (columna verde) normalizados en 
función de la concentración de proteína medida mediante espectrofotometría a 280 nm y B) 
relación SAM/SAH (índice de metilación, columnas) comparado con la metilación del ADN 
encontrada en las mismas líneas celulares. 
 
Como se puede ver en la Figura 73B, en la línea de cáncer de ovario sensible al 
cisplatino (A2780) se produce un incremento significativo del índice de metilación 
(relación [SAM]/[SAH])  como consecuencia del tratamiento con el fármaco (el índice de 
metilación pasa  de 2,5 ± 0,9  en las células control a 4,5 ± 0,2 en las células tratadas). 
Este incremento se debe a un mayor nivel de SAM en las células tratadas mientras que 
los niveles de SAH no varían significativamente (ver Figura 723A).  
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En la Figura 73B también se observa que el tratamiento con cisplatino de la línea 
resistente (A2780cis) produce una disminución significativa del índice de metilación 
respecto a la línea control (desde 10,3 ± 3 en las líneas control a 4,0 ± 0,7 en las líneas 
tratadas). Estas variaciones se atribuyen principalmente a una disminución significativa 
de la concentración de SAM después del tratamiento con cisplatino. Por otro lado, las 
células resistentes no tratadas con cisplatino muestran un mayor índice de metilación 
que las células sensibles debido a una mayor concentración inicial de SAM (que es la 
molécula donadora de los grupos metilo). Este hecho puede ser debido a un menor 
porcentaje de metilación del ADN en células no resistentes que podría explicar los 
niveles comparables de SAH respecto al grupo control y, al mismo tiempo, incrementar 
la concentración de SAM después del tratamiento con cisplatino 
Análogamente, se realizaron estudios del índice de metilación en los extractos 
de las plantas de arroz en los que previamente se había evaluado la metilación del ADN. 
Los resultados aparecen recogidos en la Figura 74, donde se aprecia una diferencia 
considerable entre las dos plantas modificadas genéticamente y las dos que no lo están. 
De nuevo, la metodología desarrollada es aplicable a diferentes tipos de muestras donde 
las concentraciones de estos biomarcadores pueden ser muy distintas a las de los 
cultivos celulares. 
 
Figura 74. Resultados del índice de metilación en las muestras de plantas de arroz analizadas 
empleando el sistema de HPLC-ESI-MS 
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D.3 Desarrollo de una nueva estrategia analítica para determinar la 
actividad de las enzimas metiltransferasas del ADN 
D.3.1 Introducción 
Como ya se ha comentado a lo largo de la presente Tesis, la metilación del ADN 
es un evento epigenético de gran importancia en muchos procesos celulares, que se 
produce por la incorporación de un grupo metilo en la citosina gracias a la acción de las 
enzimas metiltransferasas (DNA methyltransferases, DNMTs). Dado que las DNMTs 
juegan un papel crucial en la reacción de metilación celular, los niveles de metilación 
aberrantes del ADN pueden estar relacionados con una expresión y actividad anormal 
de estas enzimas.386 Por tanto, entender cómo contribuye la actividad de las DNMTs a 
nivel celular a la iniciación y progresión tumoral es un objetivo de enorme interés, ya 
que las anomalías en dicha actividad ocurren, normalmente, mucho antes que otros 
signos de la enfermedad y, en consecuencia, podrían ser utilizadas para una detección 
temprana del cáncer.387,388 En las células humanas existen cuatro grupos de DNMTs, 
entre los que se incluyen la DNMT1, la DNMT3a, la DNMT3b y la DNMT3L, siendo las 
tres primeras las responsables del mantenimiento del patrón de metilación genómico 
mediante la transferencia del grupo metilo desde la S-adenosilmetionina (SAM) al 
carbono en la posición 5 de la citosina (como se observa en Figure 19). 
Las primeras metodologías desarrolladas para la evaluación de la actividad de las 
DNMTs empleaban el marcaje radiactivo del ADN utilizando [CH3-3H]-SAM como donor 
de grupos metilo.269 Sin embargo, para evitar el empleo de reactivos radiactivos 
surgieron nuevas metodologías entre las que se incluyen los métodos basados en PCR 
con tratamiento con bisulfito389,390 o metodologías basadas en el empleo de 
inmunoensayos con kits comerciales.391 El método basado en la PCR con la conversión 
con bisulfito ofrece la posibilidad de amplificación de la señal dada por la reacción de 
PCR, aunque no permite la medida directa de los productos metilados. Del mismo modo, 
el inmunoensayo está basado en el empleo del anticuerpo monoclonal de la 5-
metilcitosina para reconocer el ADN metilado inmovilizado en las placas ELISA. Sin 
embargo, en este caso la proximidad de varios nucleótidos metilados (5mdCMP) en el 
ADN podría dar lugar a efectos estéricos que impiden la unión al anticuerpo y 
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comprometen la determinación final. Adicionalmente, durante las últimas décadas, se 
han propuesto diversos ensayos espectrofotométricos, electroquímicos, fluorescentes, 
etc. muchos de ellos basados en procedimientos de marcaje con especies electroactivas, 
enzimas, marcadores fluorescentes y/o nanomateriales para incrementar su 
sensibilidad.196 En este sentido, una revisión publicada recientemente muestra que la 
mayoría de estos ensayos son aplicables solamente a la detección de las DNMTs puras 
comerciales o son empleados en estudios de inhibición de la actividad enzimática y no 
se han probado en muestras biológicas reales.196 Recientemente, se ha diseñado una 
plataforma electroquímica diseñada para este tipo de aplicaciones que combina el 
empleo de enzimas de restricción y fenómenos de transporte de carga.392 Dicha 
estrategia, aunque es bastante compleja, es de los únicos sistemas que han demostrado 
ser satisfactorios para el análisis de la actividad de las DNMTs en lisados celulares y en 
muestras de tejidos. Por tanto, aún existe una gran necesidad de desarrollar estrategias 
sencillas para monitorizar la actividad de las DNMTs en muestras biológicas. 
En este capítulo se propone el empleo de la metodología desarrollada para la 
cuantificación de las citosinas metiladas mediante HPLC de intercambio aniónico con 
detección UV (capítulo 1), para determinar la actividad de las DNMTs en extractos 
celulares después de llevar a cabo una estrategia de preparación de la muestra 
adecuada. Para ello, se evaluó la metilación in vitro de diferentes sustratos de ADN con 
el objetivo de correlacionar la generación de 5mdCMP con la actividad de las 
metiltransferasas empleando como enzima modelo la metiltransferasa procariota M. 
SssI, la cual posee la especificidad de las DNMTs eucariotas. Dado que la actividad de las 
metiltransferasas humanas es sensible al estado de metilación del sustrato de ADN, se 
emplearon distintos tipos de ADN como sustratos: a) un amplicón de PCR como modelo 
de sustrato no metilado; b) un ADN disponible comercialmente que está muy poco 
metilado; y c) ADN genómico extraído de cultivos celulares. Finalmente, la aplicabilidad 
de la estrategia propuesta se evaluó para determinar la actividad de metiltransferasas 
en lisados de cultivos celulares. 
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D.3.2 Procedimientos experimentales 
D.3.2.1 Amplificación de un fragmento de ADN mediante PCR 
Para llevar a cabo la amplificación mediante PCR de un fragmento de ADN 
(amplicón) de 623 pb se emplearon los primers que hibridan con la región promotora 
del gen POLQ (Forward Primer: 5’-TTACAAAAGGGACAACACAGATGC-3’ y Reverse Primer: 
5’-CCAGTCTTCAAACTCAAACCTCC-3’). La amplificación se llevó a cabo en un volumen 
final de 40 μL que contiene: 1X del tampón de PCR (50 mmol L-1 KCl, 10 mmol L-1 Tris-
HCl, pH 8,3); 200 µmol L-1 de cada deoxirribonucleótidos trifosfato (dNTP); 1,5 mmol L-1 
de MgCl2; 8 pmol L-1 de cada primer; 2,5 unidades de la polimerasa BioTaq; los µL del 
ADN extraído de las células necesarios para tener 100 ng de ADN; y agua ultrapura.  
Las etapas de la PCR realizada empleando el Termociclador Sure Cycler 8800 
fueron las siguientes: (1) 5 min a 95°C; (2) 45 s a 95°C, 45 s a 57°C y 2 min a 72°C; (3) 10 
min a 72°C. Al final del proceso, la temperatura se mantuvo a 8°C durante al menos 15 
min. El producto de la PCR (35 µl) se purificó empleando el kit comercial GFX PCR DNA 
and Gel Band Purification Kit y se recuperó en 50 µl de agua. 
La selección de los primers y la optimización de todas las condiciones de trabajo 
fueron llevadas a cabo por Marta Espina bajo la supervisión de la Doctora L. María Sierra 
Zapico del Área de Genética del Departamento de Biología Funcional (Universidad de 
Oviedo). 
D.3.2.2 Extracción de las proteínas nucleares de células en cultivo 
Para extraer las proteínas nucleares de las líneas celulares de interés (A2780 y 
A2780cis) se empleó el kit comercial EpiQuik Nuclear Extraction Kit que permite su 
posterior empleo en diversas aplicaciones como Western blot o ensayos con enzimas 
nucleares.  
El protocolo seguido consiste en: las células (aproximadamente 4x106), 
previamente centrifugadas para eliminar el medio de cultivo, se resuspenden en 400 µL 
de una disolución acuosa fría que contiene 40 µL del tampón de pre-extracción; 0,4 µL 
de PIC (Protease Inhibitor Cocktail) y 0,4 µL de DTT (ditiotreitol) 1 mol L-1 y la mezcla se 
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incuba en hielo durante 10 minutos. A continuación, se agita en vortex durante 10 s y se 
centrifuga a 12.000 rpm durante 1 min. Después de centrifugar, se separa 
cuidadosamente el extracto citoplasmático (sobrenadante) del pellet nuclear. 
Seguidamente, el pellet nuclear se mezcla con 10 µL de una disolución que contiene 0,5 
µL de DTT 1 mol L-1 y 0,5 µL de PIC en 500 µL del tampón de extracción.  La mezcla se 
incuba durante 15 min en hielo y agitando con vortex 5 s cada 3 min. Finalmente, se 
centrifuga a 14.000 rpm durante 10 min a 4oC y el sobrenadante que contiene las 
proteínas nucleares se recoge y se almacena a -80oC hasta su uso. 
D.3.3 Optimización de las condiciones experimentales para la metilación 
enzimática in vitro del ADN  
El objetivo de este capítulo es evaluar si la monitorización mediante HPLC-UV de 
la 5-metil-2´-desoxicitidina-5´-monofosfato (5mdCMP), como producto principal de la 
metilación del ADN, podría emplearse como una medida indirecta de la actividad de las 
DNMTs en cultivos celulares.   
Para ello, los experimentos iniciales fueron llevados a cabo in vitro con la enzima 
M. SssI como enzima modelo. Dicha enzima procariota es capaz de metilar 
completamente todas las citosinas presentes en la secuencia de dinucleótidos CpG en 
ADN de doble cadena, tanto no metilado como hemimetilado. Por tanto, se evaluó la 
capacidad de la metodología de HPLC-UV desarrollada previamente (capítulo 1) para 
determinar el contenido de 5mdCMP en el producto de la reacción de metilación 
catalizada por la enzima M. SssI utilizando como sustrato ADN no metilado (amplicón de 
PCR) y ADN semimetilado. La estrategia de trabajo se muestra esquemáticamente en la 
Figura 75. 
En primer lugar, se llevó a cabo la metilación in vitro de un fragmento del gen 
POLQ de secuencia conocida (conteniendo 623 pb y 10 unidades CpG) después de su 
amplificación mediante PCR siguiendo el procedimiento descrito en el apartado D.3.2.1 
(con el fin de eliminar completamente la metilación que presenta). Además, se llevó a 
cabo la metilación de ADN comercial semimetilado y de ADN genómico extraído de 
cultivos celulares de cáncer de ovario (ver apartado D.1.2.1).  
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Figura 75. Esquema de la estrategia empleada para detectar la actividad de las DNMTs 
mediante la medida de la formación de 5mdCMP (mediante HPLC de intercambio aniónico con 
detección UV). 
La enzima M. SssI se suministra con un tampón de reacción optimizado y una 
solución de SAM como cofactor. La reacción de metilación se llevó a cabo en un volumen 
final de 40 μL que contiene hasta 1 μg de ADN (sustrato), una concentración adecuada 
de SAM, 1x tampón de reacción y diversas concentraciones de la enzima M. SssI (desde 
0 hasta 1,2 U). La mezcla se incubó a 37 oC durante 15 minutos y posteriormente, la 
enzima se inactivó mediante tratamiento térmico (65 oC, 20 min), antes de la hidrólisis 
de los sustratos de ADN a sus correspondientes nucleótidos. 
Dado que la eficacia de la reacción de metilación se ve influenciada por 
condiciones experimentales tales como el tiempo de reacción y la concentración de SAM 
(donor de grupos metilo), se llevaron a cabo estudios para optimizar dichas condiciones 
empleando como sustrato el amplicón obtenido mediante amplificación PCR. Teniendo 
en cuenta la secuencia del amplicón (que se muestra en la Figura 76A), el porcentaje 
esperado de metilación (calculado de acuerdo con la reacción [1], ver apartado D.1.5) 
puede alcanzar como máximo un valor de ~10,9 % (si se genera metilación solo en las 
secuencias CpG). Los resultados obtenidos pusieron de manifiesto que, con un tiempo 
de reacción de 2 min, se obtiene un porcentaje de metilación de 4,4 %; y que dicho 
porcentaje de metilación se incrementa con el tiempo de reacción hasta llegar a un valor 
de 11,6 ± 1,0% (n = 3) para 15 min de reacción. Por tanto, un tiempo de reacción de 15 
min proporciona resultados de metilación cuantitativos en las condiciones de trabajo 
utilizadas en el experimento: concentración de enzima 1 U y concentración de SAM 0,05 
mmol L-1.  
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La Figura 76B muestra el perfil cromatográfico obtenido mediante HPLC-UV 
(condiciones de trabajo Tabla 5) para el análisis del amplicón de PCR digerido a los 
correspondientes nucleótidos, antes (línea negra) y después (línea gris) de su metilación 
durante 15 min con la enzima M. SssI. La presencia de 5mdCMP que eluye a un tiempo 
aproximado de 11 minutos puede observarse claramente (separado de la dCMP y del 
resto de nucleótidos), mientras que en el amplicón antes de la metilación enzimática no 
se detecta señal a este tiempo de retención. 
 
 
Figura 76. A) Secuencia del amplicón PCR empleado como sustrato no metilado, con las regiones 
CpG subrayadas. B) Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-UV para los nucleótidos del amplicón 
antes (línea negra) y después (línea gris) de la metilación in vitro con la enzima M. SssI. 
Además, se estudió la concentración más adecuada de SAM (donador de grupos 
metilo), observándose que la señal en este ensayo (porcentaje de 5mdCMP) depende 
fuertemente de la concentración de SAM. Así, concentraciones de SAM de 0,004 mmol 
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L-1 producen niveles de metilación inferiores al límite de detección de la metodología de 
HPLC-UV (0,03 µg mL-1 para 5mdCMP), mientras que concentraciones de SAM de 0,008 
mmol L-1 generan un nivel de metilación de alrededor del 3,5 % (que corresponde con 
un 25 % de los sitios CpG). Los mejores resultados se obtienen con una concentración 
de SAM de 0,1 mmol L-1 que fue la concentración que se empleó para todos los 
experimentos posteriores. 
Finalmente, se evaluó el rango de concentraciones de la enzima M. SssI para el 
cual se detecta su actividad con la estrategia propuesta. Para ello se llevaron a cabo 
sucesivas diluciones del patrón de M. SssI y se determinó el porcentaje de metilación 
del amplicón de PCR manteniendo constante la concentración de SAM (0,1 mmol L-1) y 
el tiempo de incubación (15 min). En la Figura 77 se muestra el nivel de metilación 
obtenido para diferentes concentraciones de enzima (y, por tanto, actividades) en 
función de dicha concentración.   
 
Figura 77. Relación lineal entre los porcentajes de 5mdCMP (media ±desviación estándar, n= 3) 
obtenidos mediante HPLC-UV para el amplicón de PCR después de la metilación in vitro con 
diferentes concentraciones de enzima 
En dicha Figura 77 se puede observar un incremento del porcentaje de 5mdCMP 
al aumentar la concentración de enzima en el intervalo ensayado de 0 hasta 1,2 
unidades. Los datos obtenidos se pueden ajustar a una línea recta (ecuación de la recta, 
% 5mdCMP vs concentración de enzima, y=10,10x + 0,74; R2=0,99) y podría servir para 
evaluar la actividad del enzima en extractos celulares.  
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
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El límite de detección estimado corresponde a 0,01 U (0,3 U mL-1) del enzima que 
es comparable con el que presentan ensayos colorimétricos basados en el empleo de 
nanopartículas de oro393 o la mayoría de ensayos fluorimétricos.196 Los mejores límites 
de detección se consiguen con métodos quimioluminiscentes394 o 
fotoelectroquímicos.196 Sin embargo, la mayoría de estos métodos, como ya se ha 
comentado no se han aplicado a muestras biológicas.  
Una vez optimizadas las condiciones experimentales para la reacción de 
metilación enzimática in vitro utilizando como sustrato ADN no metilado, se llevó a cabo 
la metilación, en dichas condiciones, de diferentes sustratos de ADN comercial. En 
primer lugar, se empleó el ADN no metilado Human HTC116 DKO. 
Sin embargo, los análisis de esta muestra mediante HPLC-UV revelaron la 
presencia de niveles muy bajos de metilación como se observa en el cromatograma de 
la Figura 78. Por tanto, este ADN se utilizó como sustrato semimetilado (con bajo nivel 
de metilación). El cromatograma obtenido para el análisis mediante HPLC-UV del 
producto obtenido tras su metilación in vitro se muestra en la Figura 78.  
 
Figura 78. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-UV para los nucleótidos del ADN no 
metilado Human HTC116 DKO antes (línea negra) y después (línea gris) de su metilación in vitro con 
la enzima M. SssI 
En este caso, no es posible conocer el número de secuencias CpG del sustrato 
(Human HTC116 DKO) por tanto, no se puede estimar el nivel de metilación máximo 
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esperado. Sin embargo, bajo las condiciones optimizadas se obtuvo un porcentaje de 
metilación de aproximadamente 4 %. En la Figura 79 es posible observar que, al igual 
que cuando se utiliza ADN no metilado como sustrato (Figura 76), también con el ADN 
semimetilado se produce un incremento lineal de la formación de 5mdCMP con la 
concentración de enzima (ecuación de la recta, % 5mdCMP vs concentración de enzima, 
y= 5,22x + 1,87; R2 =0,97). Dado que el sustrato ya posee cierta metilación, se puede 
alcanzar el máximo nivel de metilación (sobre 4 %) con concentraciones de enzima 
menores. 
 
Figura 79. Porcentajes de 5mdCMP (media ± desviación estándar, n= 3) obtenidos mediante 
HPLC-UV para el ADN Human HTC116 DKO después de su metilación in vitro con diferentes 
concentraciones de enzima. 
 
Finalmente, se empleó ADN genómico para evaluar la actividad enzimática de la 
enzima M. SssI in vitro. Dicho ADN fue extraído (procedimiento en el apartado D.1.2.1) 
de cultivos celulares de cáncer de ovario sensibles (A2780) y resistentes (A2780cis) a 
cisplatino. El ADN extraído de dichos cultivos se dividió en dos alícuotas: una para medir 
directamente el nivel de metilación mediante la metodología de HPLC-UV propuesta y 
otra para llevar a cabo los estudios de metilación in vitro con la enzima M. SssI en las 
condiciones óptimas establecidas previamente (1 µg de ADN, 0,1 mmol L-1 SAM, 15 min 
a 37 oC y 1 U del enzima). 
Los resultados obtenidos muestran que el contenido de 5mdCMP en el ADN de 
la línea sensible es de un 3,9 %, mientras que el ADN de la línea resistente presenta un 
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nivel de 5mdCMP de 4,3 %. Después del procedimiento de metilación in vitro con la 
enzima M. SssI el nivel de metilación en el ADN de ambos tipos de células se incrementa 
hasta alcanzar un valor de, aproximadamente, 8,1 % (ver Figura 80). Este valor podría 
corresponder al nivel máximo alcanzable de metilación para este tipo de células, que de 
acuerdo con la bibliografía presentan una hipometilación global así como 
hipermetilación en regiones específicas.171,395 Por tanto, mediante la estrategia 
propuesta se puede determinar también la actividad de la enzima M. SssI utilizando 
como sustrato ADN genómico. 
 
Figura 80. Cromatogramas obtenidos para el análisis mediante HPLC-UV de ADN extraído de la 
línea celular A2780 (línea gris) y A2780cis (línea negra). A) nivel de 5mdCMP in vivo B) nivel de 
5mdCMP después de llevar a cabo la metilación in vitro con la enzima M.SssI. 
Este valor podría corresponder al nivel máximo alcanzable de metilación para 
este tipo de células que, de acuerdo con la bibliografía, presentan una hipometilación 
global así como hipermetilación en regiones específicas.171,395 Por tanto, mediante la 
estrategia propuesta se puede determinar también la actividad de la enzima M. SssI 
utilizando como sustrato ADN genómico. 
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D.3.4 Determinación de la actividad de las metiltransferasas del ADN en 
extractos nucleares 
Una vez optimizada la reacción de metilación utilizando diferentes tipos de ADN 
como sustrato (no metilado y semimetilado con distinto porcentaje de metilación) se 
procedió a estudiar la aplicabilidad de la metodología propuesta para determinar la 
actividad de las DNMTs en extractos nucleares de las líneas celulares A2780 y A2780cis.  
Para extraer las proteínas nucleares de las líneas A2780 y A2780cis se empleó el 
kit comercial EpiQuik Nuclear Extraction Kit siguiendo el procedimiento descrito en el 
apartado D.3.2.2. Alícuotas del extracto nuclear se incubaron en el tampón de reacción 
de metilación con 1 μg del sustrato (ADN no metilado) y 0,1 mmol L-1 de SAM en un 
volumen total de 40 μl durante 15 minutos a 37oC. La reacción se terminó por 
calentamiento a 65oC (20 min). Una vez finalizada la reacción el ADN metilado por las 
DNMTs endógenas presentes en el extracto nuclear se digiere a nucleótidos y se analiza 
mediante HPLC-UV (condiciones de trabajo Tabla 5).El  cromatograma obtenido se 
muestra en la Figura 81.  
 
Figura 81. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-UV empleando cromatografía de 
intercambio aniónico: (línea negra) separación de los nucleótidos de ADN de timo de ternera y (línea 
gris) digestión del ADN metilado in vitro con DNMTs endógenas presentes en extractos nucleares 
En dicha Figura 81 se puede ver la presencia en el cromatograma de picos muy 
intensos correspondientes a proteínas u otras especies presentes en el extracto nuclear 
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(en línea gris) que impiden la detección de las especies de interés (5mdCMP y dCMP) 
que eluyen con tiempos de retención de aproximadamente 11 y 13 min, 
respectivamente. Por tanto, es necesario separar el sustrato de ADN de la matriz de la 
muestra antes de su análisis.  
Para la extracción/purificación del sustrato de ADN después de la metilación in 
vitro empleando el extracto nuclear se probaron dos Kits comerciales: el kit PureLink® 
Genomic DNA Kit utilizado en estudios anteriores para extraer el ADN genómico de las 
células (ver apartado D.1.2.1) y el kit Illustra GFX PCR DNA Gel and Band Purification Kit 
utilizado para purificar el ADN de las plantas de arroz analizadas en el capítulo 1 (ver 
apartado D.1.8.4). 
Sin embargo, para ambos Kits, la presencia de la matriz del extracto nuclear daba 
lugar a una pérdida muy importante del ADN durante el proceso de extracción 
(alrededor del 80%), como se puede observar en el cromatograma de la Figura 82. De 
manera, que al analizar dicho ADN, el pico correspondiente al analito (5mdCMP) es 
indetectable (la cantidad de 5mdCMP está por debajo del límite de detección de la 
metodología de HPLC-UV) (ver Figura 82). 
 
Figura 82. Cromatogramas obtenidos mediante HPLC-UV para el análisis de: (línea negra) ADN 
no metilado; (línea gris) la misma cantidad de ADN después de llevar a cabo su metilación con el 
extracto nuclear y posterior purificación empleando el kit illustra GFX PCR DNA Gel and Band 
Purification Kit 
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Como alternativa, se abordó el empleo de un método de purificación diferente, 
el Kit comercial Dynabeads® MyOneTM Streptavidin C1 magnetic bead y se utilizó como 
sustrato el amplicón procedente de la amplificación de un fragmento del gen POLQ que 
después de la PCR no contiene citosinas metilada. La purificación de este amplicón de la 
matriz del extracto nuclear se llevó a cabo siguiendo la estrategia descrita en el apartado 
D.1.8.3. 
Los resultados obtenidos empleando dicha a estrategia se muestran en la Figura 
83 donde el amplicón se ha incubado con el extracto nuclear (Figura 83A) y con el 
extracto añadiendo enzima comercial M. SssI (1 U) (Figura 83B).  
 
Figura 83. Metilación del amplicón con DNMTs endógenas presentes en el extracto nuclear de la 
línea celular A2780cis después de su purificación. A) sin adición de enzima y B) con adición de 1 U de 
M. SssI 
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Como se puede ver en la Figura 83, la pérdida de muestra durante la preparación, 
en este caso, representa una disminución del área del pico de dCMP, de alrededor de 
dos veces, que es bastante mejor que al emplear las minicolumnas. Además, se pueden 
detectar pequeñas trazas de 5mdCMP en el cromatograma obtenido para el amplicón 
incubado con el extracto nuclear que incrementa, significativamente, al adicionarle a la 
muestra una determinada cantidad de enzima comercial M. SssI. La baja concentración 
de 5mdCMP detectada puede asociarse a la baja concentración de las DNMTs en el 
extracto, a la pérdida parcial de su actividad o al hecho de que el amplicón (no metilado) 
no es un sustrato adecuado para la metiltransferasa más abundante en mamíferos 
DNMT1. 
El porcentaje de 5mdCMP obtenido en las muestras con y sin adición de enzima 
fue de 5,6 % y < 1,2 % respectivamente. Refiriendo el porcentaje encontrado en la 
muestra en la que se adicionó enzima al calibrado de la Figura 83 se puede estimar la 
actividad enzimática absoluta, que corresponde aproximadamente a 0,4 U. Teniendo en 
cuenta que la cantidad añadida de enzima corresponde a 1 U, está claro que existen 
efectos de matriz debidos al extracto del núcleo celular que conllevan a una reducción 
de la actividad enzimática. 
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D.4    Desarrollo de nuevas estrategias analíticas para la cuantificación 
del número de copias de genes   
D.4.1 Introducción 
Además de la metilación del ADN, cuyo estudio se ha abordado en los capítulos 
anteriores, el otro biomarcador genómico de interés en la presente Tesis es la variación 
del número de copias de genes (Copy Number Variation, CNV). La CNV es un 
desequilibrio a nivel celular que altera el estado diploide de un locus, de manera que el 
número de copias de un gen puede aumentar (duplicaciones) o disminuir 
(deleciones).396 Este desequilibrio subyace en la expresión génica aberrante que se 
asocia con la iniciación y el desarrollo de muchos tipos de tumores (como el cáncer de 
mama y de colon)144 y también contribuye a la patogénesis de diversos desórdenes 
genéticos y de numerosas enfermedades (alzhéimer, autismo, esquizofrenia, 
obesidad).397,398 Además, hay estudios recientes que asocian la CNV con la 
quimiorresistencia.154,399 Por ello, hay una gran interés en el desarrollo de tecnologías 
adecuadas para la identificación de cambios en el número de copias de genes a través 
de todo el genoma tanto con fines de investigación como de diagnóstico.281 
Una de las técnicas más utilizadas para la medida del número de copias de un 
gen es, sin duda, la PCR cuantitativa o a tiempo real (quantitative Polymerase Chain 
Reaction, qPCR). El principio de la técnica es el mismo que el de la PCR convencional (de 
punto final) sólo que la forma de detectar los productos de la reacción de amplificación 
(amplicones) es diferente. En la PCR de punto final los amplicones se analizan al final de 
la reacción mediante electroforesis en gel y tinción con bromuro de etidio; mientras que, 
en la qPCR el producto de la amplificación se monitoriza conforme transcurre la reacción 
empleando sondas fluorescentes. De esta manera es posible obtener información 
cuantitativa a través del ciclo umbral (Cycle threshold, Ct), número de ciclos de 
amplificación en el que la señal de fluorescencia supera a la señal de fondo, cuyo valor 
es inversamente proporcional a la cantidad de ADN de partida. En función de los 
objetivos del estudio, la cuantificación se puede llevar a cabo de forma relativa, respecto 
a un gen de referencia que se utiliza como patrón interno, o de forma absoluta, respecto 
a una recta de calibrado trazada con patrones de concentración conocida (ARN, ADNc, 
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ADN plasmídico, ADN genómico) y la exactitud de los resultados depende en gran 
medida de la calidad de los patrones empleados.400,401 En la actualidad, la qPCR es la 
técnica más sensible para la cuantificación de ácidos nucleicos (ADN y ARN); sin 
embargo, presenta una gran variabilidad intra e inter-laboratorio.402 De manera que, 
para obtener resultados fiables, es necesario contar con un diseño experimental 
adecuado que optimice y mantenga un estricto control de todas las variables que 
afectan a la generación de datos (especificidad de los productos de amplificación, 
rendimiento del proceso, rango de detección) y el análisis de los resultados (métodos de 
normalización). 
Por tanto, en este último capítulo de Tesis, el objetivo es desarrollar una nueva 
estrategia analítica para la cuantificación del número de copias de genes que combina 
las ventajas de la PCR convencional (elevada tasa de amplificación) con un método más 
preciso y exacto de detección y cuantificación de los productos de la reacción. Dicho 
método se basa en el acoplamiento de la electroforesis en gel (Gel Electrophoresis, GE) 
con la detección mediante ICP-MS monitorizando el P presente en el amplicón (o 
amplicones). El potencial analítico de este acoplamiento GE-ICP-MS para cuantificar las 
CNV de un determinado gen tras la amplificación por PCR se evaluará utilizando como 
modelo el gen POLQ, que codifica una proteína involucrada en la defensa contra 
inestabilidad genómica y cuya sobre-expresión parece estar relacionada con un mal 
pronóstico de la enfermedad en pacientes con cáncer de mama y colorrectal.403 Además, 
se estudiará la aplicabilidad de la técnica de GE-ICP-MS para la cuantificación del número 
de copias de varios genes de forma simultánea tras su amplificación mediante PCR 
múltiple. En concreto, se amplificarán los genes: HER2404, CCNE1405 y GSTM1406 
relacionados con la resistencia a cisplatino y el gen ACTB como gen control. 
 
D.4.2 Procedimientos experimentales 
D.4.2.1 Amplificación del gen POLQ mediante PCR  
Para la amplificación del gen POLQ se utilizaron los primers que hibridan con la 
región promotora del gen POLQ (Forward Primer: 5’-TTACAAAAGGGACAACACAGATGC-
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3’ y Reverse Primer: 5’-CCAGTCTTCAAACTCAAACCTCC-3’) y permiten la amplificación de 
un fragmento (amplicón) de 623 pares de bases (pb). La reacción se llevó a cabo en un 
volumen de 40 µL utilizando las condiciones experimentales descritas en el capítulo 
anterior (apartado D.3.2.1). 
El producto de la PCR se purificó con el kit illustra GFX PCR DNA and gel band 
purification kit (siguiendo las instrucciones del fabricante) y se recuperó en un volumen 
final de 50 μL. 
D.4.2.2 Amplificación simultánea de varios genes mediante PCR múltiple 
Para la PCR simultánea de los genes seleccionados para su estudio se utilizaron 
primers que permiten la amplificación de amplicones con los siguientes tamaños: 187 
pb para HER2 (forward primer: 5´-AGAAGGTTCCTCTCTTCCAGG-3´y reverse primer: 5´-
CCTCAAATCCAGCTCTGCAG-3´), 266 pb para CCNE1 (forward primer: 5´- 
CCACTGACTATTGAAGAAAGGGT-3´y reverse primer: 5´-ACTCCAAGAATGCAACAGGG-3´), 
348 pb para GSTM1 (forward primer: 5´- GTTTGCCTGCCCAATTCTCC-3´y reverse primer: 
5´-TTGTAAACACCAGGAAGCGC-3´) y 110 pb para ACTB (forward primer: 5´- 
TGGTCATCTTTCCCACCAGG-3´y reverse primer: 5´- AGGAAGGAGGCTGCTTGTTC-3´) . La 
reacción se llevó a cabo en el Termociclador Sure Cycler 8800 en un volumen final de 40 
µL que contiene 20 μL del mix de PCR MyTaqTM HS Mix, dimetilsulfóxido 2 %; 0,125 µmol 
L-1 de primer para GSTM1; 0,2 μmol L-1 de primer de CCNE1; 0,2 μmol L-1 de primer de 
HER2 y 0,2 μmol L-1 de primer de ACTB. Las etapas de la PCR fueron las siguientes: 5 min 
a 95 oC, seguido por 35 ciclos de una reacción en tres etapas: 45 s a 95 oC, 45 s a 60 y 2 
min a 72 oC; y finalmente 10 min a 72 oC.  
Los productos de la PCR se purificaron con el kit comercial illustra GFX PCR DNA 
and gel band purification kit siguiendo las instrucciones del fabricante y se recuperaron 
en un volumen final de 50 μL. 
La selección de los primers y la optimización de todas las condiciones de reacción 
fueron llevadas a cabo por el estudiante de doctorado Alejandro Fernández bajo la 
supervisión de la Dra. L. María Sierra Zapico del Área de Genética del Departamento de 
Biología Funcional (Universidad de Oviedo). 
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D.4.2.3 Preparación de los geles de agarosa 
Los geles de agarosa utilizados para la separación de fragmentos de ADN 
mediante el sistema de electroforesis en gel cilíndrico descrito en la sección de 
Instrumentación (ver Figura 39), se forman por polimerización de agarosa en el interior 
de un tubo de vidrio de 2,2 mm de diámetro interno. Antes de su uso, el tubo se lava 
con una mezcla de agua ultrapura y HNO3 al 65 % en una proporción 6:1 durante 30 min 
a 95 oC, seguido de agua ultrapura durante 30 min a 95 oC. Finalmente, el tubo se seca 
en estufa a 60 oC, puesto que la presencia de humedad en las paredes internas del tubo 
impediría la correcta fijación del gel. De esta manera también se evita la formación de 
canales entre el gel y la pared del tubo por los que podría avanzar la muestra sin 
atravesar los poros del gel. 
Una vez que el tubo está limpio y seco se procede a recubrir la pared del mismo 
con una fina capa de gel de agarosa para asegurar la fijación del gel de separación. Para 
ello, el tubo se introduce en posición vertical en un vial de vidrio de 12 mL, que contiene 
5 mL de una disolución de agarosa MetaPhor® al 1 % (p/v) en el tampón de electroforesis 
con el que se va a trabajar (acetato amónico 50 mmol L-1, pH 8,0). Transcurridos 5 min, 
el tubo se saca del vial y se seca en la estufa durante 1 h 30 min a 60 oC. 
Una vez acondicionado el tubo se procedió a rellenarlo con el gel de agarosa a 
utilizar en cada experimento concreto. Para ello, se pesó la cantidad adecuada de 
agarosa en un vial de vidrio y al vial se le añadió 5 mL del tampón de electroforesis. Esta 
suspensión se calentó a 95-100 oC en un baño con agua para fundir la agarosa y tras la 
fusión, el vial se introdujo en la estufa a 60 oC durante 5 min para enfriar la mezcla 
lentamente. Transcurrido ese tiempo, se introdujo el tubo de vidrio previamente 
acondicionado en la mezcla líquida, de manera que la agarosa asciende por capilaridad 
por el tubo hasta la longitud deseada. A continuación, se saca el tubo del vial tapándolo 
por la parte superior para evitar la pérdida de la agarosa aún líquida. Se sabe cuándo la 
agarosa ha polimerizado porque adquiere una coloración blanquecina. Finalmente, tras 
la polimerización se retiran los restos del polímero que hayan podido quedar por la parte 
exterior del tubo. 
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Antes de colocar el tubo con el gel en la celda de electroforesis (ver Figura 39), 
se ajustó el tamaño de la jeringa con la que se introduce la muestra a la medida exacta 
del relleno del gel, para no producir daño ni contacto de la jeringa en el menisco del gel. 
D.4.2.4 Montaje de la celda de electroforesis y establecimiento de las 
condiciones de medida del ICP-MS 
Para trabajar con el sistema GE-ICP-MS es necesario colocar el tubo que contiene 
el gel de separación en la celda de electroforesis (ver Figura 39). Para ello, en primer 
lugar, se llena la cámara inferior de la celda hasta un tercio de su volumen con el tampón 
de electroforesis. A continuación, se ensamblan las piezas que forman la zona de elución 
(ver Figura 40) teniendo especial cuidado con la colocación de la membrana de diálisis. 
Esta membrana y el filtro de elución deben permanecer durante su almacenamiento 
sumergidos en una disolución acuosa del tampón. Una vez ensamblada la zona de 
elución se fijó sobre ella el tubo del gel, mediante la pieza móvil de la cámara superior, 
que contiene tres tornillos para su correcto ajuste. Una vez encajado el extremo inferior 
del tubo, la parte superior del mismo se acopló al compartimento del tampón de elución. 
Este tampón tiene la misma composición y pH que el tampón de electroforesis. 
Finalmente, se llenó el compartimento superior de la celda con el tampón de 
electroforesis y, una vez ajustadas las dos cámaras que conforman la celda, se 
eliminaron las burbujas de las conexiones con la ayuda de una jeringa conectada al tubo 
de elución de los analitos. Además, se eliminaron las burbujas existentes en la parte 
superior del tubo de vidrio que no tiene gel con la aguja de inyección de la muestra. 
Una vez montada la celda, se acopló al ICP-MS de doble enfoque (Thermo 
Element 2) para la detección de los analitos mediante la medida del fósforo presente en 
los mismos. Dicho acoplamiento, como se comentó en la sección Experimental, consiste 
en el empleo de una bomba peristáltica para impulsar a los analitos separados, a un flujo 
de 700 µL min-1, a través de un tubo de goma inerte que conecta el canal de elución de 
la cámara de electroforesis con la entrada del nebulizador del ICP-MS. 
En la Tabla 4 se recogen las condiciones de medida empleadas para la medida 
del fósforo mediante ICP-MS. 
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D.4.3 Optimización de la separación de fragmentos de ADN mediante 
GE-ICP-MS 
D.4.3.1 Separación de fragmentos de ADN de 100 pb hasta 1000 pb 
Puesto que el fragmento amplificado del gen POLQ contiene 623 pb, se 
estudiaron las condiciones de trabajo más adecuadas para la separación mediante GE-
ICP-MS de fragmentos de ADN de tamaño similar al del analito. Para ello se empleó una 
disolución patrón que contiene una mezcla de fragmentos de ADN de doble cadena 
(escaleras de ADN o DNA Ladder), en concreto, se utilizó la escalera 100 pb DNA Ladder 
que contiene fragmentos de ADN de diez tamaños diferentes comprendidos entre los 
100 pb y los 1000 pb, en intervalos crecientes de 100 pb. Con esta disolución se 
optimizaron los diferentes factores que afectan a la separación, como son: el volumen 
de muestra inyectado, la concentración y longitud del gel y el voltaje aplicado. En todos 
los casos se utilizó como tampón de electroforesis una disolución de acetato 
amónico/amoniaco 50 mmol L-1 a pH 8,0. La detección se llevó a cabo mediante ICP-MS 
en las condiciones de trabajo de la Tabla 4. 
Como resultado de los estudios de optimización llevados a cabo se seleccionaron 
las siguientes condiciones de trabajo como las más adecuadas para la separación de la 
escalera de ADN de 100 pb: un volumen de inyección de 8 µL (6 µL de muestra y 2 µL de 
sacarosa al 40 % (p/v) para aumentar la densidad de la disolución evitando la difusión 
de la muestra en el gel); un gel con una concentración de agarosa del 2 % (p/v) y una 
longitud de 30 mm; y un voltaje de 250 V. 
En la Figura 84 se muestra el electroferograma obtenido en las condiciones de 
trabajo seleccionadas. Como puede verse se consigue una buena resolución de los 
fragmentos de ADN presentes en la escalera de ADN analizada excepto para los 
fragmentos de mayor tamaño. En la Figura 84 se muestra además la correlación 
encontrada entre los tiempos de migración de cada fragmento de ADN con el número 
de pares de bases del mismo en el rango estudiado (con un ajuste polinómico, y = 
−224,14 + 0,16x + 0,0003x2, R2= 0,999). Por tanto, la metodología de GE-ICP-MS 
proporciona información simultánea del tamaño del amplicón y de su concentración. 
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Figura 84. Electroferograma obtenido mediante GE-ICP-MS para la separación de los fragmentos 
de una escalera comercial de ADN de 100 pb y el correspondiente ajuste de los pares de bases de 
cada fragmento vs el tiempo de migración (tm). 
El pequeño pico que se observa en la Figura 84 a un tiempo de migración de 
alrededor de 550 s es debido a la elución de trazas de fosfato inorgánico presentes de 
manera natural en la muestra. Esto se verificó añadiendo fosfato a la escalera comercial. 
Como se explicará más adelante, el anión fosfato se va a utilizar como patrón interno 
(PI) para corregir las posibles variaciones en los tiempos de migración, así como patrón 
externo para llevar a cabo la cuantificación.  
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D.4.3.2 Separación de fragmentos de ADN de 50 pb hasta 500 pb 
 Teniendo en cuenta que en la PCR múltiple se obtiene una mezcla de amplicones 
con tamaños de 160 pb para CCNE1, 187 pb para HER2, 215 pb para GSTM1 y 263 pb 
para ACTB se procedió a optimizar la separación mediante GE-ICP-MS de los fragmentos 
de una escalera de ADN de 50 pb. Esta escalera es una disolución acuosa que contiene 
10 fragmentos que van desde las 50 pb hasta las 500 pb, con intervalos de 50 pb. Para 
ello, se realizó un estudio similar al descrito en el apartado anterior con el fin de 
optimizar: la concentración y longitud del gel y el voltaje aplicado. De nuevo se utilizó el 
ICP-DF-MS como sistema de detección (condiciones de trabajo en la Tabla 4), el tampón 
de separación fue acetato amónico/amoniaco 50 mmol L-1 de pH 8,0 y el volumen de 
inyección fue de 8 µL (6 µL de muestra y 2 µL de sacarosa al 40 % (p/v)). 
Como resultado del estudio realizado se encontró que la mejor separación se 
consigue con un gel de agarosa al 2,5 % (p/v) y 26 mm longitud y un potencial de 200 V. 
En la Figura 85 se muestra el electroferograma obtenido con estas condiciones de 
trabajo.  
 
Figura 85. Electroferograma obtenido mediante GE-ICP-MS para la separación de los fragmentos 
de una escalera comercial de ADN de 50 pb. Identificación de los picos: 1-Fosfato, 2-50 pb, 3-100 pb, 
4-150 pb, 4-200 pb, 5-250 pb, 6-300 pb, 7-350 pb, 8-400 pb, 9-450 pb, 10-500 pb, 11-1000 pb y 10-
1200 pb. En la parte derecha se muestra la fotografía de la separación mediante electroforesis en 
placa aportada por la casa comercial. 
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 En la Figura 85 se observa que se obtiene una buena resolución en la zona de 
interés (160 hasta 263 pb). Además, también se puede ver la separación de los 12 
fragmentos de ADN del fosfato inorgánico (PO43-) añadido a la escalera de ADN como 
patrón interno (PI) y externo que eluye a un tiempo de migración de 7,5 min. Además, 
existe una buena relación entre el tiempo de migración de cada fragmento y el número 
de pares de bases del mismo, como se muestra en la Figura 86. La ecuación de la 
correspondiente recta y = -0,059x2+ 44,396x- 91,64 (y es el tamaño del fragmento en pb 
y x la diferencia entre el tiempo de migración del analito y el tiempo de migración del 
PI) tiene un buen coeficiente de correlación (R2 = 0,998).  
 
Figura 86. Relación entre los tiempos de migración corregidos (diferencia entre el tiempo de 
migración del analito y el tiempo de migración del PI) vs el número de pb de los fragmentos de la 
escalera comercial de ADN de 50 pb. 
 
D.4.4 Cuantificación de los productos de la PCR mediante GE-ICP-MS 
D.4.4.1 Cuantificación de un solo amplicón 
Una de las ventajas del empleo de la detección mediante ICP-MS como detector 
específico elemental es que la señal del fósforo es independiente del compuesto y solo 
depende de que haya más o menos átomos de fósforo en la molécula que se ioniza en 
la fuente de plasma. Este hecho posibilita el empleo de un patrón de fósforo distinto al 
analito de interés (amplicón de PCR), en este caso PO43-, que se adiciona a la muestra 
antes de la separación por GE, para la cuantificación mediante GE-ICP-MS del fósforo 
presente en el producto de amplificación de la PCR. De esta manera, conociendo la 
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estequiometría P/amplicón, o lo que es lo mismo, el tamaño del amplicón (que se 
obtiene también mediante GE-ICP-MS, ver Figura 84) se puede determinar la 
concentración del amplicón. 
Para demostrar el potencial analítico de esta estrategia de cuantificación se llevó 
a cabo la determinación de la cantidad del gen POLQ en ADN genómico extraído de 
cultivos celulares (en concreto de la línea celular A2780cis). Para ello, 30 ng del ADN 
genómico se amplificó mediante PCR utilizando 30 ciclos de PCR y las condiciones de 
trabajo del apartado D.4.2.1. Al producto obtenido de la reacción de PCR se le adicionó 
una cantidad de fosfato de 0,25 µg mL-1 y se analizó mediante GE-ICP-MS en las 
condiciones de trabajo previamente optimizadas: un gel con una concentración de 
agarosa del 2 % (p/v) y una longitud de 30 mm; un voltaje de 250 V y detección mediante 
ICP-MS (condiciones de medida Tabla 4). El electroferograma obtenido se recoge en la 
Figura 87. 
 
Figura 87. Electroferograma obtenido mediante GE-ICP-MS para la separación del fragmento 
amplificado del gen POLQ (623 pb) y el PO43- añadido como patrón para la cuantificación. 
 En dicha Figura 87 se puede observar a un tiempo de 550 s el pico 
correspondiente a la elución del patrón de PO43- añadido para la cuantificación 
perfectamente separado del amplicón (623 pb) que eluye a un tiempo de migración de 
1430 s. A partir del área de pico del fosfato (y la correspondiente concentración de 
fosfato) y del área de pico del amplicón en el electroferograma de la Figura 87 se puede 
calcular directamente, conociendo el tamaño del amplicón (que se obtiene de la Figura 
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84), la concentración del amplicón en la muestra (ADN genómico de las células 
A2780cis), que resultó ser 0,014 ± 0,004 µmol L-1 (n=5). 
Una vez establecida la estrategia de cuantificación, se estudiaron las condiciones 
de trabajo, concentración de ADN de partida y número de ciclos (parámetros 
inversamente proporcionales) más adecuados para conseguir una buena señal analítica 
(área de pico del amplicón) mediante GE-ICP-MS; y que, además, dicha señal fuera 
directamente proporcional a la cantidad de ADN de partida. Para ello, se estudiaron 
diferentes cantidades de ADN inicial (desde 16 hasta 320 ng); así como distinto número 
de ciclos de PCR (25, 30 y 35 ciclos). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 
88, donde se representa la señal correspondiente al área del pico del amplicón dividida 
entre el área del pico del fosfato (PI) frente al número de ciclos para cada una de las 
concentraciones de ADN ensayadas.  
 
 
Figura 88. Variación de la relación de áreas de pico: área del amplicón/área del fosfato (media ± 
desviación estándar, n= 3) para diferentes concentraciones de ADN inicial y diferentes ciclos de PCR. 
 
En dicha Figura 88 se puede ver que se produce un aumento del área de pico del 
amplicón y, por tanto, de la relación de áreas (la concentración de fosfatos es siempre 
la misma) al aumentar la cantidad de ADN de partida (en todo el rango ensayado). Si se 
198|RESULTADOS Y DISCUSIÓN  
 
 
compara entre el número de ciclos, la tasa de amplificación más elevada se obtiene para 
un número de ciclos de 30.  
En la Figura 88 también se observa que, para 30 ciclos de PCR, existe una relación 
lineal entre la relación de áreas de pico (área del amplicón/área del fosfato) y la cantidad 
de ADN de partida o lo que es lo mismo, el número de copias del gen POLQ amplificado. 
Dicha relación lineal se representa en la Figura 89 (ecuación de la recta y=0,1723x-
0,1837 con un coeficiente de correlación de 0,9924). La cantidad de ADN inicial puede 
convertirse en número de copias de un gen en dicho ADN teniendo en cuenta que el 
tamaño del genoma humano haploide es de 3,3x109 pb, que corresponde 
aproximadamente a 3,3 pg de ADN, y cuando se emplea ADN genómico esto 
corresponde a una única copia de un gen de copia única. En este caso, este rango varía 
aproximadamente entre 4.800 (la menor concentración de ADN ensayada) hasta 
~100.000 copias (máxima concentración de ADN ensayada). De esta manera es posible 
obtener con la recta de calibrado de la Figura 89 el número de copias (en términos 
absolutos) del fragmento amplificado. 
 
 
Figura 89. Variación de la relación de áreas de pico: área del amplicón/área del fosfato(PI) con la 
concentración de ADN inicial (y con el correspondiente número de copias). 
Por tanto, los estudios de optimización llevados a cabo han permitido desarrollar 
una estrategia analítica para la cuantificación del número de copias de un gen basada 
en la amplificación mediante PCR convencional en combinación con la detección 
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mediante GE-ICP-MS (utilizando un patrón de fosfato inorgánico para la cuantificación) 
en las condiciones de trabajo que se resumen en la Tabla 17. 
Tabla 17. Condiciones experimentales de la técnica de GE-ICP-MS 
 
Por último, se evaluaron las características analíticas de la metodología 
propuesta en términos de límite de detección (LD), precisión y exactitud (el rango 
dinámico lineal  ya se había establecido previamente, ver Figura 91). Como se puede ver 
en la Tabla 18 la metodología de PCR en combinación con GE-ICP-MS (monitorizando P) 
presenta un límite de detección, calculado como la mínima cantidad de ADN necesaria 
para detectar el amplicón, de 6 ng. Este valor es ligeramente mayor que el de la técnica 
de qPCR, que requiere de concentraciones de ADN por encima de 0,1 ng. Sin embargo, 
el límite de detección obtenido se puede mejorar incrementando el número de ciclos de 
PCR. 
Además, también se determinó la precisión, en términos de reproducibilidad 
entre días (n= 3) y entre geles (n=3) de la cantidad del amplicón (gen POLQ) en la 
muestra y de su tiempo de migración. Para ello, se analizó la muestra de ADN genómico 
(extraído de las células A2780cis) en tres días diferentes (cada día con un nuevo gel). 
Como resultado de estos análisis se obtuvo una reproducibilidad, expresada como 
porcentaje de desviación estándar relativa (%RSD), de la cantidad de amplicón de un 8 
% y una reproducibilidad para el tiempo de migración de 0,8 % (ver Tabla 18). 
Finalmente se evaluó la exactitud comparando el valor de la concentración de 
ADN obtenido con la metodología propuesta con el valor determinado mediante 
medidas espectrofotométricas (espectrofotómetro Nanodrop). En la Tabla 18 se puede 
ver que la exactitud expresada como porcentaje de error relativo es inferior a 0,05 % (n= 
3).  
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Tabla 18. Características analíticas de la metodología de PCR en combinación con GE-ICP-MS 
 
a Mínima cantidad de ADN necesaria para la detección 
b Concentración del amplicón (medido en tres días diferentes con diferentes geles) 
c Del tiempo de migración del amplicón (Evaluado en el gen POLQ (623 pb) 
d Porcentaje de error relativo 
 
D.4.4.2  Cuantificación simultánea de varios amplicones: estudios 
preliminares 
Una vez demostrado el potencial analítico de la metodología de GE-ICP-MS 
utilizando fosfato como patrón interno y externo para la cuantificación del número de 
copias de un determinado gen tras su amplificación mediante PCR convencional, se 
decidió estudiar su aplicabilidad para cuantificar simultáneamente 4 genes amplificados 
previamente mediante PCR múltiple. 
Para ello es necesario, en primer lugar, optimizar la separación de los amplicones 
procedentes de la PCR múltiple. Por tanto, en una muestra de 100 ng de ADN genómico 
extraído de cultivos celulares (en concreto de la línea celular A2780cis) se amplificaron 
mediante PCR los fragmentos que se recogen en la Tabla 19. Se utilizaron 35 ciclos de 
PCR y las condiciones de trabajo del apartado D.4.2.2. Al producto obtenido de la 
reacción de PCR se le adicionó una cantidad de fosfato de 250 µg L-1 y se procedió a su 
análisis mediante GE-ICP-MS. Para ello, se realizó un estudio similar al descrito en el 
apartado anterior con el fin de optimizar todas las variables que afectan a la separación 
de fragmentos de ADN mediante GE, como son: la concentración y longitud del gel y el 
voltaje aplicado.  De nuevo se utilizó el ICP-DF-MS como sistema de detección 
(condiciones de trabajo en la Tabla 4), el tampón de separación fue acetato amónico/ 
amoniaco 50 mmol L-1 de pH 8,0 y el volumen de inyección fue de 8 µL (6 µL de muestra 
y 2 µL de sacarosa al 40% (p/v)). 
 
Tabla 19. Secuencias de los primers empleados y tamaños de los amplicones en la PCR múltiple 
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Tras los estudios de optimización llevados a cabo se consiguió la separación de 
los cuatro amplicones de interés y el patrón de fosfato utilizando un gel con una 
concentración de agarosa del 2,5 % (p/v) y una longitud de 26 mm a un voltaje de 200 
V. El electroferograma obtenido en estas condiciones se recoge en la Figura 90.  
En dicha Figura 90 puede observarse que existe una buena separación entre los 
cuatro amplicones en estudio. También se observa que el pico correspondiente a la 
elución de PO43- añadido como patrón interno para la cuantificación está perfectamente 
separado del resto de los picos de los amplicones. Además, el electroferograma de la 
Figura 90 muestra que el área de los picos de los cuatro fragmentos es diferente entre 
ellos, debido, probablemente, al diferente rendimiento de amplificación obtenido en la 
PCR para cada uno de los fragmentos.  
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Figura 90. Electroferograma obtenido mediante GE-ICP-MS para la separación de los amplicones 
procedentes de una PCR múltiple y el PO43- añadido como patrón. Identificación de los picos: 1- PO43-
, 2- ACTB, 3-HER2, 4- CCNE1, 5- GSTM1. En la parte derecha se muestra la fotografía de la separación 
mediante electroforesis en placa y detección con bromuro de etidio. 
Este rendimiento depende de la cantidad de ADN de partida y del número de 
ciclos de PCR. Por lo tanto, es necesario optimizar estas dos variables con el fin de 
obtener para cada amplicón una relación lineal entre la relación de áreas de pico (área 
del amplicón/área del fosfato) y la cantidad de ADN de partida (número de copias del 
gen amplificado) similar a la que se muestra en la Figura 89 para un solo amplicón. Una 
vez obtenidas dichas rectas de calibrado será posible aplicar la estrategia de PCR 
múltiple con detección por GE-ICP-MS para la cuantificación simultánea del número de 
copias de varios genes en el ADN. 
Los resultados preliminares obtenidos para el análisis mediante GE-ICP-MS de los 
amplicones de los cuatro genes de interés se muestran en la Figura 91. 
Dicho análisis se llevó a cabo utilizando 35 ciclos de PCR (condiciones de la PCR 
múltiple apartado D.4.2.2) y diferentes cantidades iniciales de ADN (de 2 a 50 ng). En la 
Figura 91 se puede ver  que existe una relación lineal entre la relación de áreas de pico 
(área del amplicón/área del fosfato) y la cantidad de ADN de partida para todos los genes 
amplificados. Estos resultados demuestran que la estrategia propuesta puede ser 
aplicada a la cuantificación simultánea del número de copias de varios genes tras un 
estudio de optimización más riguroso que se está llevando a cabo en la actualidad.  
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Figura 91. Variación de la relación de áreas de pico: área del amplicón/área del fosfato con la 
concentración de ADN inicial para los cuatro amplicones de la PCR múltiple: (naranja) ACTB, (rojo) 
HER2, (verde) CCNE1 y (azul) GSTM1. 
 
D.4.5 Aplicación de la metodología de (PCR)-GE-ICP-MS para la 
determinación del número de copias de un gen 
Finalmente, la metodología propuesta de PCR convencional y posterior análisis 
mediante GE-ICP-MS se aplicó al análisis de ADN de células humanas en cultivo tratadas 
con cisplatino. Como ya se comentó anteriormente, el cisplatino induce daño en el ADN, 
principalmente, por formación de aductos intracatenarios que pueden bloquear la 
replicación y podrían inducir deleciones.407 Además, la CNV en determinados genes 
parece estar relacionada con un mal resultado del fármaco sobre pacientes con cáncer 
de ovario y podría estar relacionado con la resistencia al cisplatino.408 La línea celular 
empleada en estos experimentos (GM04312) es deficiente en el sistema NER y, por 
tanto, es sensible a la acción del cisplatino ya que como se explicó en la introducción 
general, el sistema NER es el principal sistema de reparación del ADN involucrado en la 
eliminación del daño inducido por el cisplatino.409,410 De manera que se seleccionó esta 
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línea celular para llevar a cabo los experimentos con el objetivo de detectar posibles 
CNVs debidas al tratamiento con cisplatino.  
Se analizaron tres cultivos celulares de GM04312: un control y dos tratados con 
5 y 20 µmol L-1 de cisplatino (durante 3 h). Después de la extracción del ADN (ver 
apartado D.1.2.1), 32 ng del mismo se utilizaron para la amplificación del fragmento del 
gen POLQ mediante PCR (30 ciclos) y las condiciones del apartado D.4.2.1 y el amplicón 
obtenido se analizó mediante GE-ICP-MS usando las condiciones optimizadas (Tabla 4 y 
Tabla 17). 
La Figura 92 muestra el electroferograma obtenido mediante GE-ICP-MS para la 
línea control y la línea tratada con una concentración de cisplatino 20 µmol L-1. La 
imagen muestra la misma separación, pero en un gel en placa tratado con bromuro de 
etidio junto con una escalera comercial de ADN.  
 
Figura 92. Electroferograma obtenido mediante GE-ICP-MS del amplicón del gen POLQ (623 pb) 
en ADN procedente de la línea celular GM04312: (trazo negro) línea control y (trazo gris) línea 
tratada con cisplatino 20 µmol L-1 
Se puede observar claramente en el electroferograma de la Figura 92 que el área 
de pico del amplicón en la muestra control es mayor que el área de pico en la muestra 
tratada con cisplatino (20 µmol L-1) en el gel en placa también se puede ver claramente, 
que la muestra control (línea 1) muestra mayor intensidad que la tratada con cisplatino 
(línea 3). Cuantitativamente, el número de copias absoluto de la muestra control puede 
determinarse empleando la estrategia propuesta y la curva de calibración de la Figura 
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89; es decir, se calcula la relación de las áreas de pico (área amplicón/área fosfato) en el 
electroferograma y dicha relación se interpola en la curva de calibrado para obtener el 
número de copias del amplicón en el ADN de partida. Los resultados obtenidos revelan 
una disminución de aproximadamente un 20% en el número de copias del gen POLQ en 
el ADN de las células tratadas con cisplatino (20 µmol L-1) con respecto al control 
(12332±120 en el control vs 10180±296 en la línea tratada, n=3). Las diferencias 
observadas no son estadísticamente significativas para el caso del tratamiento con 5 
µmol L-1 de cisplatino.  
Por tanto, la estrategia propuesta permitió abordar cuantitativamente que el 
tratamiento con cisplatino puede inducir deleciones (o al menos, daños en el ADN que 
impiden la hibridación con el primer) en la región del fragmento analizado.  
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E. CONCLUSIONES GENERALES
o Del trabajo expuesto en el primer capítulo de la Tesis se puede concluir que:
La metodología desarrollada para la detección y cuantificación de la metilación
global del ADN empleando la cromatografía de intercambio aniónico utilizando como 
detección la absorción UV y el ICP-MS (monitorizando el P de los nucleótidos) 
proporciona unas características analíticas adecuadas en términos de linealidad, 
precisión y sensibilidad para poder llevar a cabo la determinación de 5mdCMP en 
muestras biológicas diversas. La aplicación de las estrategias desarrolladas ha permitido 
determinar cambios en la metilación del ADN, asociados al tratamiento con cisplatino y 
las diferencias existentes entre el nivel de metilación de líneas celulares sensibles y 
resistentes al fármaco a nivel global pero también en genes específicos. La robustez de 
la estrategia basada en HPLC-UV ha podido ser demostrada en la determinación de otras 
muestras biológicas como las procedentes de plantas de arroz genéticamente 
modificadas. Es destacable que la metodología basada en HPLC-ICP-MS, a pesar de ser 
más costosa, ha mostrado la ventaja adicional de que el porcentaje de metilación puede 
ser calculado directamente de la medida del área de 5mdCMP y dCMP sin la necesidad 
de una calibración externa. 
o Del trabajo expuesto en el segundo capítulo de la Tesis se puede concluir que:
De las tres metodologías diferentes evaluadas para la cuantificación de SAM y
SAH en cultivos celulares, los resultados obtenidos muestran que los métodos basados 
en HPLC-UV y HPLC-ICP-MS no poseen sensibilidad suficiente para emplearse en la 
determinación de ambos compuestos en las muestras. Sin embargo, el acoplamiento LC-
MS/MS empleando ESI como sistema de introducción de muestras y la monitorización 
simultánea de ambos analitos empleando el modo MRM proporciona límites de 
detección inferiores a 1 ppb que permiten la determinación de dichos analitos en las 
muestras reales sin emplear sistemas de preconcentración antes del análisis. Por eso, 
esta metodología se pudo emplear para examinar cambios en la metilación del ADN 
durante el desarrollo de resistencia en cultivos celulares de cáncer de ovario sensibles y 
resistentes, antes y después de un tratamiento con cisplatino observándose que el 
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tratamiento con cisplatino en las líneas resistentes (A2780cis) resultaba en una 
disminución significativa del índice de metilación respecto a la línea control, 
correlacionado con un incremento de la metilación del ADN tal y como se mostró en el 
capítulo 1. Estos resultados podrían indicar un aumento de la actividad de las 
metiltransferasas del ADN que se evaluó posteriormente. 
o Como conclusiones al tercer capítulo de la Tesis se puede decir que:
La formación in vitro de la 5mdCMP detectada mediante HPLC-UV empleando
intercambio aniónico puede usarse como medida indirecta de la actividad enzimática de 
metiltransferasas del ADN como la M. SssI. Los estudios demuestran que la metodología 
propuesta es capaz de detectar cambios en el metiloma del ADN basado en la actividad 
de enzimas y tales cambios pueden ser correlacionados linealmente empleando una 
estrategia sencilla que no involucra el empleo de sondas complejas, nanopartículas o la 
acción de diferentes enzimas. Dado que la M. SssI puede usarse tanto con sustrato no 
metilado como semimetilado, esta metodología ha probado que la correlación entre la 
concentración de 5mdCMP y la actividad enzimática puede ser obtenida empleando 
ambos tipos de sustratos. La evaluación de la actividad de las DNMTs endógenas 
proporcionada por los extractos celulares de cáncer de ovario ha demostrado que la 
presencia de severos efectos de matriz reduce la posibilidad de detectar directamente 
los niveles de metilación del ADN si no se llevan a cabo estrategias de purificación 
adecuadas. Empleando dichas estrategias de purificación es posible detectar la 
presencia de bajas cantidades de 5mdCMP empleando como sustrato el amplicón 
obtenido mediante PCR y la supresión de la señal de sobre el 50% con respecto al uso 
directo de la enzima en el mismo sustrato. 
o Como conclusiones al cuarto capítulo de la Tesis se puede concluir que:
La combinación de la PCR a punto final con la electroforesis en gel acoplada en
línea con el ICP-MS puede ser empleada para cuantificar cambios en el número de copias 
de un gen dado. Desde un punto de vista cualitativo, la metodología propuesta puede 
servir para evaluar la correcta realización de la amplificación del proceso mediante PCR 
dado que proporciona directamente información del tamaño del amplicón mediante la 
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calibración del sistema con una escalera comercial adecuada (con una clara mejora de 
la resolución respecto a la electroforesis en gel convencional). Además, debido a la 
directa correlación obtenida entre el área del amplicón y el número de copias de un gen 
dado (dependiendo de la cantidad de ADN inicial), la metodología es completamente 
cuantitativa para llevar a cabo estudios de CNVs en diferentes células como alternativa 
a la qPCR (pero con la ventaja de que no está limitada al tamaño del amplicón) y, como 
se mostró finalmente, puede ser empleada para la determinación simultánea de varios 
genes (multiplex). La principal ventaja de esta metodología es, en primer lugar, la 
ausencia de un procedimiento de marcaje, dado que la metodología se basa en la 
cuantificación directa del P presente en el amplicón después de la PCR (por eso, se 
minimizan errores en la cuantificación asociados a un marcaje ineficaz, quenching, etc). 
Comparado con la qPCR, la cual proporciona sus mejores características para amplicones 
<300 pb, la estrategia propuesta puede ser aplicada a amplicones de cualquier tamaño 
(como se muestra en este caso para un fragmento de aproximadamente 600 pb). 
Finalmente, no se requiere del empleo de las curvas de fusión (melting curves) para 
evaluar el resultado de la reacción PCR (identificación del producto amplificado en 
qPCR). 
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F. SUGERENCIAS PARA TRABAJOS FUTUROS
A la luz de los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral, existen varias 
posibilidades de trabajos futuros que podrían explorarse en un futuro próximo. Algunas 
se detallan a continuación:  
1. Los estudios llevados a cabo para la 5mdCMP podrían extenderse al estudio de
los niveles de 5-hidroximetilcitosina (5mhC). Esta especie se cree que es
importante para la función de las células madre, ayudando a definir cómo se
desarrolla el cuerpo. La 5mhC puede ser una marca epigenética separada o
posiblemente sea parte del proceso que elimina los grupos metilos del ADN,
permitiendo que los genes se vuelvan a activar. Decodificar el “epigenoma”
proveerá de una mejor comprensión de cómo se regulan las células y tiene
importantes implicaciones para la medicina regenerativa y cómo células como
las células madre pueden ser controladas.
2. La posibilidad de sintetizar SAM y SAH isotópicamente enriquecidos en uno de
los isótopos minoritarios del azufre (por ejemplo 33S), permitiría evaluar los
cambios producidos en estas especies a nivel endógeno de manera más
selectiva, empleando técnicas de MS tanto elemental como molecular. Esto sería
posible a través del crecimiento de levaduras en presencia de sulfato como
fuente de azufre pero isotópicamente marcado seguido de una estrategia de
purificación adecuada. Adicionalmente, dicha estrategia de marcaje isotópico de
SAM y SAH podría ser empleada para desarrollar una metodología alternativa al
método de medida de la actividad de las metiltransferasas más sensible basado
en la medida de la relación de SAM/SAH en lugar de la medida de 5mdCMP.
3. El empleo de la PCR múltiple en combinación con la GE-ICP-MS puede tener un
gran potencial en la detección de compuestos transgénicos, desde un punto
cualitativo. Sin embargo, la componente cuantitativa es igualmente importante
puesto que la estrategia que se puede proponer es enlazar químicamente
oligonucleótidos diseñados de secuencia conocida a un anticuerpo que
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reconozca una proteína específicamente. Una vez producido el reconocimiento, 
el oligo podrá liberarse del anticuerpo y amplificarse mediante PCR para 
aumentar su concentración y ser determinado posteriormente mediante GE-ICP-
MS. Esta estrategia permitiría realizar una determinación múltiple de proteínas 
que se encuentren a muy baja concentración dado que la señal se amplificará 
posteriormente empleando la PCR. 
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Anion exchange chromatography for the determination
of 5-methyl-2′-deoxycytidine: application to cisplatin-sensitive
and cisplatin-resistant ovarian cancer cell lines
Tamara Iglesias & Marta Espina & María Montes-Bayón &
Luisa María Sierra & Elisa Blanco-González
# Springer-Verlag Berlin Heidelberg 2014
Abstract Epigenetic alterations are increasingly implicated
in the initiation and progression of cancer. Genome-wide
(global) hypomethylation seems to occur in early neoplasia
and is a feature of genomic DNA derived from solid tumour
tissues like ovarian cancer. Thus, analytical methods that
provide sensitive and quantitative information about cytosine
methylation in DNA are currently required. In this work, we
compare two different anion-exchange columns for the sepa-
ration of methylated cytosine from the other DNA nucleo-
tides: a silica-based (Tracer Extrasil SAX) column and a
polystyrene/divinyl benzene-based (Mono-Q™) column. Un-
der the optimised conditions, linearity range, precision and
detection limits of the developed high-performance liquid
chromatography (HPLC) method were evaluated and com-
pared using conventional ultraviolet (UV) absorbance detec-
tion at 270 nm. Good separation of the five target nucleotides,
including 5-methyl-2′-deoxycytidine monophosphate
(5mdCMP) and 2′-deoxycytidine monophosphate (dCMP)
was achieved on the Mono-Q™ column with a gradient
elution of ammonium acetate buffer (1 M, pH 6.9) at a flow
rate of 1 mLmin−1. The coupling of this column to inductively
coupled plasma mass spectrometry (ICP–MS) permitted also
phosphorous (31P) specific detection of the nucleotides. Both
detection systems offered adequate analytical performance
characteristics, with detection limits of 30 and 40 μg L−1 for
5mdCMP by HPLC–UV and HPLC–ICP–MS, respectively.
However, the latter method allowed the determination of the
global DNA methylation level (%) without the need for ex-
ternal calibration. Different genomic DNA samples were
analysed including calf thymus DNA and DNA from two
human cancer cell lines (adenocarcinoma epithelial A549
and ovarian carcinoma A2780) using the proposed strategy.
In the line A2780, the cisplatin-sensitive and cisplatin-
resistant variants were analysed, finding no significant differ-
ences in the methylation percentage after treatment with
cisplatin.
Keywords DNAmethylation . 5-Methyl-2′-deoxycytidine
monophosphate . Anion-exchangeHPLC–ICP–MS .
Anion-exchangeHPLC–UV . Cisplatin
Introduction
The most widely studied epigenetic modification (heritable
changes in gene expression that are not caused by alteration of
the DNA sequence) [1] of the human genome is the methyl-
ation of the carbon-5 position of cytosines that occurs mainly
in CpG dinucleotides (cytosines adjacent to guanines) [2].
Under non-pathological conditions, it has been estimated that
methylated cytosines represent 2–6 % of all the cytosines in
normal tissues [3]. Such DNA methylation modulates many
biological processes including regulation of gene expression,
chromatin structure organisation, X-inactivation, stable
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silencing of transposable elements, cellular differentiation,
embryonic development and genomic imprinting [4, 5]. In
addition, alterations in DNA methylation underlie aberrant
gene expression that is associated with the development and
pathogenesis of many tumour types [6–8], and a primary
mechanism of this process is the global loss of methylated
cytosines from genomic DNA in cancer cells [9, 10]. DNA
methylation changes can also occur during cancer chemother-
apy and can contribute to the development of resistance to
cytotoxic chemotherapeutic agents such as cisplatin [11, 12].
It is therefore evident that the determination of the methylation
level of genomic DNA could be a potential biomarker in
cancer diagnosis and prognosis as well as to predict and
monitor the response to chemotherapy treatment [13–15].
Current methods for the assessment of global genomic
DNAmethylation through the measurement of the methylated
cytosine content include gas chromatography [16–18], capil-
lary electrophoresis [16, 19–21] and high-performance liquid
chromatography (HPLC) [16, 22–28]. Among them, HPLC-
based methods are most widely accepted. These methods rely
on the separation of either deoxynucleosides [24–26],
deoxynucleotides [27] or nucleobases [28] produced by enzy-
matic or chemical digestion of DNA followed by ultraviolet
(UV) spectrophotometric detection. More recently, methodol-
ogies based on HPLC coupled to electrospray mass spectrom-
etry (ESI–MS) detection have been also developed [29–34].
Such methods can provide high selectivity and sensitivity, but
to obtain accurate quantitative results, they require the use of
adequate internal standards to compensate for changes in
ionisation efficiency, which are not readily available [29]. This
problem can be overcome by using elemental detectors, such
as inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP–MS),
since its response is directly proportional to the mass of the
selected element (e.g. phosphorous present with a fixed stoi-
chiometry in the backbone of the DNA) measured in the
plasma-ionisation source [35]. In fact, HPLC–ICP–MS mon-
itoring phosphorous has proved to be a reliable approach for
the determination of DNA fragments and nucleotides [36–38];
in that case, the baseline separation among nucleotides is a
requisite for the accurate quantification of the peak areas
(since all the nucleotides contain phosphorous). This is not
the case of ESI–MS where the possibility of extracting the
different m/z of the different nucleotides allows quantitative
analysis without extremely high chromatographic resolution.
However, only one study has reported the determination of
global DNA methylation by reversed-phase HPLC coupled to
phosphorous detection (31P) by ICP–MS [39]. This is due to
the fact that monitoring 31P by ICP–MS is hampered by the
poor ionisation efficiency (ionisation potential, 10.5 eV) and
the abundant spectral interferences which limit the sensitivity
attainable.
Thus, the aim of this work was to develop a novel reliable
methodology to study changes on the global DNA
methylation of cancer cultured cells. For this purpose, the
separation of the nucleotides of DNA (including 5-methyl-
2′-deoxycytidine-5′-monophosphate, 5mdCMP) was
optimised by anion-exchange HPLC using two different col-
umns. The analytical potential of coupling the HPLC separa-
tion with specific detection of 31P by ICP–MS was also
evaluated and compared with conventional UV spectrophoto-
metric detection. Validation parameters such as linearity, pre-
cision and detection limits were established for the two pro-
posed detectors. Finally, the better suited methodology will be
applied to the determination of methylation level in cell lines
exposed to cisplatin. Cisplatin is among the most widely used
cytotoxic anticancer agents in solid tumours; however, the
development of resistance remains a major obstacle to clinical
efficacy. Among the mechanism(s) and processes underlying
this devastating, aberrant DNA methylation is thought to play
a role in the resistance of cancers to antineoplastic agents by
altering the expression of genes critical to drug response [11,
12]. Therefore, the last part of the work will focus on the
possible variations of the DNA methylation levels associated
with cisplatin treatment and resistance in cancer cultured cells,
using the cisplatin-sensitive A2780 (human ovarian carcino-
ma) cell line and its resistant derivative A2780cis cell line.
Materials and methods
Reagents
All chemicals were of analytical reagent grade or better.
Ultrapure water (>18 MΩ) obtained from a Milli-Q system
(Millipore, Bedford, MA, USA) was used throughout. The
sodium salt of 5mdCMP was purchased from Carbosynth
Limited (Berkshire, UK), and the sodium salts of the other
DNA nucleotides 2′-deoxyguanosine-5′-monophosphate
(dGMP), 2′-deoxyadenosine-5′-monophosphate (dAMP), 2′-
deoxythymidine-5′-monophosphate, (dTMP) and 2′-
deoxycytidine-5′-monophosphate (dCMP) were provided by
Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). RNA nucleotides gua-
nosine 5 ′-monophosphate (GMP), adenosine 5 ′-
monophosphate (AMP), cytidine 5′-monophosphate (CMP)
and uridine 5′-monophosphate (UMP) were also purchased
as the sodium salts from Sigma-Aldrich. Stock solutions
(1 mg mL−1) of all the nucleotides were prepared by dissolv-
ing the commercial products in ultrapure water. Working
standard solutions were prepared daily by further dilution of
stock solutions with ultrapure water. Cisplatin (cis-
diamminedichloroplatinum (II)), calf thymus DNA
(lyophilised powder) and Nuclease S1 from Aspergillus
oryzae were also purchased from Sigma-Aldrich. For cell
culture, Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) and
tripsine were from LabClinics (Barcelona, Spain), RPMI 1640
medium and foetal bovine serumwere from Invitrogen (Fisher
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Scientific,Madrid, Spain) and plasmocin was from InvivoGen
(San Diego, USA). Ammonium acetate (Sigma-Aldrich),
phosphoric acid (Sigma-Aldrich), ammonium dihydrogen
phosphate (Merck Millipore, Madrid, Spain) and ammonium
hydroxide solution (28 %w/v) (Merck Millipore) were used
for the preparation of HPLC mobile phases.
Instrumentation
Chromatographic separations were performed on a HPLC
Agilent 1100 series system (Agilent Technologies,
Waldbronn, Germany) consisting of a four-channel on-line
degasser, a standard binary pump, a micro-well plate auto-
sampler and a photodiode array detector. Data acquisition and
system suitability calculations were performed by Agilent
ChemStation software. Two anion-exchange columns were
tested for separation, a Tracer Extrasil SAX (200×4.6 mm,
5 μm particle size, Teknokroma Analítica S.A., Barcelona,
Spain) and a Mono-Q™ HR 5/50 GL (50×5.0 mm, 10 μm
particle size, GEHealthcare, Bio-Sciences AB, Uppsala, Swe-
den). Experimental working conditions for the optimised
methodology are summarised in Table 1.
A Thermo Scientific Element 2 double-focusing magnetic
sector field ICP–MS instrument (Thermo-Fisher Scientific,
Bremen, Germany) was coupled to the HPLC system through
a short-length polytetrafluoroethylene (PTFE) tube for the
specific detection of phosphorous. Since ICP–MSmonitoring
of 31P suffers from polyatomic interferences, such as 15N16O+,
14N17O+, 14N16O1H+ and 12C18O1H+ formed in argon plasma,
a mass resolution (m/Δm) of 4,000 was used for the complete
separation of 31P from isobaric ions. Other instrumental con-
ditions are given in Table 1.
Cell cultures
A549 human lung adenocarcinoma epithelial cell line and
A2780 human ovarian carcinoma cell line were kind gifts
from Dr. J. M. Pérez Freije (Department of Biochemistry
and Molecular Biology, University of Oviedo); the in vitro
derived cisplatin-resistant A2780cis cell line was purchased
from the European Collection of cell cultures through Sigma-
Aldrich. The cells were cultured at 37 °C in a 5 % CO2
incubator using DMEM medium for the A549 cell line and
RPMI 1640 medium for the A2789 and A2780cis cell lines,
and both media were supplemented with 10 % foetal bovine
serum and 5 mg L−1 of plasmocin. The A2780 and A2780cis
cell cultures were exposed to cisplatin (20 μM) for 3 h at
37 °C; afterwards, they were washed with PBS and collected
by trypsinisation. Non-drug-treated cells (control cells) were
also processed alongside the drug-treated cells.
Extraction and purification of genomic DNA
Genomic DNA was extracted and purified from all the cul-
tured cells (from about 3–4 106 cells per extraction) using the
silica-based column DNA purification kit PureLink™ Geno-
mic DNAMini Kit (Invitrogen, Carlsbad, USA). The Kit was
used according to the manufacturer’s instructions with the
inclusion of RNAse A treatment to generate RNA-free geno-
mic DNA. The extracted DNAwas eluted using 100 μL of the
elution buffer (10 mM Tris–HCl, pH 9.0, 0.1 mM EDTA).
DNA purity was confirmed by comparing the ratio of UV
measurements at 260 and 280 nm with the ratio of pure DNA
standards, which should be between 1.7 and 1.9. The concen-
tration of isolated DNA was determined by measuring UV
absorbance at 260 nm assuming that one absorbance unit
equals 50 μg mL−1 for double-stranded DNA. DNA quantifi-
cation and purity were assessed using a Nanodrop 2000c UV–
vis spectrophotometer (Thermo).
Enzymatic hydrolysis of DNA samples
DNA samples (100 μL with concentrations ranging 0.11–
0.18 mg L−1) were heated for 30 min in a boiling water bath
and cooled rapidly on ice. Then, 10 μL of Nuclease S1 from
A. oryzae (solution containing 30 mM sodium acetate, 50 mM
NaCl, 1 mM ZnCl2, 50 % glycerol and 2 mg mL
−1 protein)
was added, and mixtures were incubated for 14 h at 37 °C.
After that, the enzyme was separated out of the suspension by
membrane ultracentrifugation using Centricon YM-10
Table 1 Operating conditions
Anion-exchange HPLC
Column Mono-Q™ HR 5/50 GL (50×5.0 mm, 10 μm)
Mobile phases A: 1 mM ammonium hydroxide
B: A+1 M ammonium acetate (pH 6.9)
Gradient elution Time (min) %B
0 8
10 10
14 12
16 18
20 30
30 50
Injection volume 20 μL
Flow rate 1 mL min−1
Detection ICP–MS (31P) and UVabsorption (270 nm)
ICP–MS
Instrument Thermo Scientific Element 2
Forward power 1,280 W
Cool gas flow 15.5 L min−1
Sample gas flow 0.968 L min−1
Isotope monitored 31P
Resolution 4,000 (m/Δm)
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centrifugal filter devices (Millipore) and the solution was
injected into the HPLC system after dilution with the mobile
phase.
Results and discussion
Optimisation of HPLC separation
Nucleotides are anionic compounds due to the presence of
negatively charged phosphate groups. For this reason, anion-
exchange chromatography is, in principle, one of the most
suitable strategies for their chromatographic separation [40].
However, ion-pair reverse-phase chromatography has been
more widely used due to the compatibility of the employed
mobile phases with MS detectors [40]. In this work, none of
the detectors used (neither UV absorption nor ICP–MS) are
affected by this limitation, and therefore, two strong anion-
exchange columns are evaluated and compared for the sepa-
ration of 5mdCMP from dCMP and the rest of DNA
nucleotides:
– Tracer Extrasil SAX column. This column contains totally
porous silica gel particles with a chemically bonded,
strongly basic quaternary ammonium anion-exchange
coating. It is generally used for the separation of ionic
small organic molecules such as nucleotides [41]. The
separation of 5mdCMP from dCMP on this column was
first examined under isocratic conditions using different
concentrations of ammonium dihydrogenophosphate
buffer (pH 3.5) as mobile phase at a flow rate of
1 mL min−1 The detection was carried out by UVabsor-
bance at 270 nm. It was observed that the retention times
of the analytes decreased as the buffer concentration
increased from 1 to 10 mM. The best resolution between
5mdCMP and dCMP was obtained at a buffer concentra-
tion of 5 mM, and this resolution was not improved by
changing the pH of the mobile phase or the flow rate.
Figure 1 subpanels a and b show the chromatograms
o b t a i n e d f o r 1 0 a n d 5 mM ammo n i um
dihydrogenophosphate buffer (pH 3.5), respectively.
Therefore, 5 mM ammonium dihydrogenophosphate
buffer (pH 3.5) was selected as a mobile phase for the
separation of 5mdCMP from dCMP. Using this mobile
phase, the other nucleotides (dAMP, dGMP and dTMP)
were also separated from each other but with retention
times higher than 40 min. So, in order to reduce the
running time, elution using a gradient of ammonium
dihydrogenophosphate concentrations at pH 3.5 was in-
vestigated. The most satisfactory compromise between
resolution and time was obtained by starting the elution
isocratically for 12 min with 100 % eluent A (5 mM
ammonium dihydrogenophosphate, pH 3.5) and 0 % el-
uent B (100 mM ammonium dihydrogenophosphate, pH
3.5), and then the ratio of eluent B was increased linearly
from 0 to 100 % over 13 min and was maintained at this
condition for 5 min. Using this gradient, the five nucleo-
tides of interest were separated within 29 min in the
following elution order: 5mdCMP (11.5 min), dCMP
(13.0 min), dTMP (22.5 min), dAMP (25.0 min) and
dGMP (27.0 min) as can be seen in Fig. 2. Single-
compound standards were used for peak assignment.
Finally, in order to use ICP–MS (monitoring 31P) as
detection system, ammonium formate and ammonium
acetate buffers were evaluated as mobile phases instead
of ammonium dihydrogenophosphate buffer.
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Fig. 1 Anion-exchange chromatogram of a standard solution mixture of
5mdCMP and dCMP on a Tracer Extrasil SAX (200×4.6 mm, 5 μm)
column. Chromatographic conditions: a 10 mM ammonium
dihydrogenophosphate buffer (pH 3.5) and b 5 mM ammonium
dihydrogenophosphate buffer (pH 3.5), flow rate of 1 mL min−1, and
UVabsorbance detection of 270 nm. Notation: 1, 5mdCMP (10 mg L−1);
2, dCMP (100 mg L−1 in a and 50 mg L−1 in b)
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Unfortunately, after testing several combinations of dif-
ferent buffer concentrations, pH and gradient conditions,
it was not possible to obtain an adequate resolution be-
tween 5mdCMP and dCMP.
– Mono-Q™ column. This column is a strong anion ex-
changer based on monodisperse porous polystyrene/
divinyl benzene beads with quaternary ammonium func-
tional groups, designed for the separation of proteins and
other biomolecules. Therefore, it appears to be adequate
for separation of the nucleotides of interest. For this
purpose, a mobile phase containing 1 mM ammonium
hydroxide (eluent A) and 1 M ammonium acetate in
1 mM ammonium hydroxide (pH 6.9) (eluent B) was
used since it provides adequate compatibility with ICP–
MS detection of 31P. Different gradients and ramping
combinations of eluent B at a flow rate of 1 mL min−1
were investigated in connection with absorbance detec-
tion at 270 nm. A good separation among all the DNA
nucleotides was achieved using the following gradient
elution program: 0–10 min, 8–10 % B; 10–14 min, 10–
12 % B; 14–16 min, 12–18 % B; 16–20 min, 18–30 % B;
and 20–30 min, 50 % B. The separation could not be
further improved by varying the pH of the mobile phase.
Therefore, a pH of 6.9 was selected for further experi-
ments. A representative chromatogram obtained under
the final optimised experimental conditions for a standard
mixture of the five DNA nucleotides is given in Fig. 3a.
Figure 3b shows the chromatogram obtained for the same
mixture by coupling the developed anion-exchange chro-
matographic separation with the specific detection of 31P
by ICP–MS. In this case, sensitivity does not seem to be
compromised due to the variation of the salt content along
the gradient (same concentration of the assayed dCMP,
dAMP and dTMP provided similar peak areas within
10 % variation). As can be seen in Fig. 3a, b, chromato-
graphic peaks for mdCMP and dCMP were well re-
solved (Rs>1.4). The P-containing species eluting at a
retention time of 26 min in the chromatogram of Fig. 3b
can be ascribed to inorganic phosphate present as an
impurity in the mobile phases. Retention times in this
case are slightly shifted due to the longer residence
times of the analytes from the column to the detector
when using HPLC–ICP–MS.
A potential problem which may affect the accuracy
of 5mdCMP determination is the interference of nucle-
otides from RNA present in the samples if it is not
sufficiently eliminated during DNA isolation and puri-
fication procedures. Therefore, the chromatographic re-
tention of RNA nucleotides was examined using the
optimised anion-exchange chromatographic separation.
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Fig. 3 Anion-exchange chromatograms of a standard solution mixture of
the five DNA nucleotides on aMono-Q™ (50×5.0 mm, 10μm.) column:
a UV absorbance detection (270 nm) and b ICP–MS detection (31P).
Working conditions are given in Table 1. Notation: 1, 5mdCMP; 2,
dCMP; 3, dAMP; 4, dTMP; 5, dGMP; and about 10 mg L−1 per
compound
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Under optimised conditions, all the nucleotides of RNA
elute after the target analytes (5mdCMP and dCMP, see
Electronic Supplementary Material Fig. S1) and there-
fore they do not interfere. In any case, the DNA extrac-
tion procedure incorporated an incubation step with
RNAse A incubation step (see experimental section),
and therefore the expected level of RNA contamination
should be very low; thus, the interference of 5mCMP
from RNA should be negligible. Based on the above
reported results, the separation conditions summarised
in Table 1 were selected for analysis of the genomic
DNA samples of interest.
Analytical characteristics
The quantitative results for methylation experiments are nor-
mally given as a relative percentage of methylated cytosines
with respect to the total cytosines (methylated and non-meth-
ylated). Since the extinction coefficients for the different
nucleotides range from 7.1 L mmol−1 cm−1 for dCMP to
15.06 L mmol−1 cm−1 for dAMP at 270 nm, it is necessary
to quantify both species (5mdCMP and dCMP) independently
to provide final methylation percentage. This is unnecessary
in the case of ICP–MS where the response is only dependent
on the number of P atoms in the molecule which is exactly the
same in this case. Thus, the linearity of the HPLC–UVmethod
was tested by using standard solutions with increasing con-
centrations of 5mdCMP, from 0.5 to 50 mg L−1, and standard
solutions with increasing concentrations of dCMP, from 1.5 to
100 mg L−1. The calibration curves (peak area versus concen-
tration) for both nucleotides showed a good linear behaviour
in all the tested range, with correlation coefficients (R2) higher
than 0.999. These calibration curves were used to determine
the content of 5mdCMP and dCMP in the DNA samples
analysed.
In the case of HPLC–ICP–MS, standard mixtures were
prepared to imitate DNA hydrolysis products. So, different
concentrations of 5mdCMP (from 2 to 150 mg L−1) and a
fixed amount of dCMP (500 mg L−1) were prepared in order
to obtain methylation percentages ranging from 0.4 to 23% as
dCMP methylation typically ranges from 2 to 6 % in mam-
malian genomes [3]. Linear regression calibration was obtain-
ed by plotting the peak area of 5mdCMP versus methylation
percentage over the tested range (0.4–23 %) with correlation
coefficients (R2) of 0.998 by the HPLC–ICP–MS method.
The repeatability, in terms of percent relative standard
deviation (%RSD) of peak area, of both proposed methods
was determined by three replicate analyses of a standard
solution mixture of 5mdCMP and dCMP at a concentration
level of 1 and 10 mg L−1, respectively. As shown in Table 2,
the obtained %RSDs were found to be always lower than 4 %.
The inter-day precision of the entire developed methodologies
(including the enzymatic hydrolysis) was also evaluated
analysing a calf thymus DNA sample six times in a period
of 30 days. The %RSD of the methylation percentage obtain-
ed by HPLC–UV (2.7 %) was similar to that obtained by
HPLC–ICP–MS (3.5 %).
Table 2 also shows the comparative sensitivity and the
observed detection limits calculated according to the IUPAC
guidelines (that is, three times the standard deviation of the
background divided by the slope of the calibration curve). As
can be seen, a detection limit of 30 and 21 ng mL−1 was
obtained for 5mdCMP and dCMP, respectively, by HPLC–
UV. These values are comparable to those obtained by ICP–
MS detection (monitoring 31P, see Table 2). In this case, the
detection limit is the same (40–41 ng mL−1) for both target
analytes (5mdCMP and dCMP) since the measured element
(31P) is present with the same stoichiometry (1:1) in all nucle-
otide monophosphate. The ICP–MS detection limits obtained
in this work were comparable to those reported in the literature
[36–39]. Regarding the chromatographic performance, the
resolution achieved in our application does not improve al-
ready published results using HPLC–UV and phosphate
buffers as eluents. However, we have tried to find an HPLC
method compatible simultaneously with UV and ICP–MS
detection (this involves the use of mobile phases that do not
contain phosphate). The time for analysis is also similar to
previous papers, but, in this case, we have been able to detect
low methylation rates (around 2 %) in cell cultures that have
Table 2 Analytical figures of merit of the two optimised methodologies
Compound HPLC–UV HPLC–ICP–MS
Sensitivitya LODb compound (μg L−1) %RSDc Sensitivitya LODb compound/31P (μg L−1) %RSDc
5mdCMP 216 30 4.0 377 41/4.0 3.9
dCMP 290 21 1.5 383 40/4.0 2.6
a As slope of the calibration curve peak area per unit of concentration
b LOD (detection limits calculated as three times the standard deviation of the background divided by the slope of the calibration curve)
c RSD (relative standard deviation of peak area, n=3)
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been only reported in other previous publication [42]. There-
fore, both developed methods (HPLC–UV and HPLC–ICP–
MS) turned out to provide the sensitivity required for the
determination of the global DNA methylation at the levels
presents in biological samples.
Application to genomic DNA samples
The suitability of the proposed methods to determinate the
5mdCMP levels in genomic DNA samples was tested by
performing triplicate analysis of DNA from three different
sources: commercially available calf thymus DNA and DNA
extracted from two human cancer cell lines (A549 and
A2780). As stated previously, the samples were hydrolysed
to nucleotides, and after molecular weight cut-off ultracentri-
fugation, they were adequately diluted with the initial mobile
phase prior to injection in the HPLC system.
Typical HPLC–UV chromatograms obtained are shown in
Fig. 4. The identity of the peaks was confirmed by co-elution
with the corresponding nucleotide standards. The presence of
5mdCMP can be observed in all the samples analysed clearly
separated from dCMP and the rest of the nucleotides present
in DNA without any interference. For comparison, Fig. 5
shows the chromatogram obtained for the calf thymus DNA
sample (Fig. 5a) and the DNA extracted from A2780 cell line
(Fig. 5b) both analysed by HPLC–ICP–MS.
The percentage of 5mdCMP content in the DNA samples
analysed by HPLC–UV was calculated as the concentration
ratio [5mdCMP]/([5mdCMP]+[dCMP])×100, where the
concentration of 5mdCMP and dCMP were determined using
external calibration. In the case of the samples analysed by
HPLC–ICP–MS, the percentage of methylation was calculat-
ed directly by using the ratio of 5mdCMP and dCMP peak
areas. Since both 5mdCMP and dCMP are detected in the
same chromatogram, an internal standardisation is not re-
quired in neither of the two proposed methodologies
(HPLC–UVand HPLC–ICP–MS).
The results obtained for the percentage level of 5mdCMP
determined in calf thymus DNA and DNA from the A549 and
A2780 cell lines are presented in Table 3. Recovery experi-
ments were not necessary since the results are always
expressed in relative terms. However, they have been con-
ducted by spiking calf thymus DNAwith methylated cytosine,
and they turned out to be quantitative (>85 %). Good agree-
ment can be observed between the results obtained by HPLC–
UV and HPLC–ICP–MS for calf thymus DNA and A549.
However, there are some significant differences in the case of
A2780 and A2780cis probably due to errors in the integration
of the peak area of 5mdCMP. Such errors are ascribed to the
splitting of the DNA from the A2780 cells into two aliquots to
conduct measurements in ICP–MS and UV–VIS simulta-
neously, while the results of A549 corresponded to three
different sets of cell cultures. Therefore, in the latter case,
the DNA sample is more concentrated, and the peaks are then
clearly visible for integration. The global DNA methylation
level in calf thymus DNA obtained in this work (Table 3) is in
line with those reported in previous publications, which are in
a
b
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3 4 5
Calf thymus
A549
A2780
Fig. 4 HPLC–UV chromatogram of DNA hydrolysate from a calf
thymus, b A549 cell line and c A2780 cell line. Chromatographic
conditions are given in Table 1. Notation: 1, 5mdCMP; 2, dCMP; 3,
dAMP; 4, dTMP; 5, dGMP
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the range of 4.75 to 8.10 % [25]. On the other hand, tumour
cell lines show significantly lower methylation rate (about
2 %). Although methylation rates should not be compared
among different species, tumour cell lines are expected to by
hypomethylated.
Effect of cisplatin treatment in the global methylation level
of A2780 cell line
After the presented methods proved to be suitable for deter-
mination of global DNA methylation levels, we evaluated
their potential to quantify the changes on DNA methylation
level that should be induced by cytotoxic chemotherapy
agents and/or associated with chemoresistance. To do that,
the developed methods were applied to the analysis of DNA
samples from the cisplatin-sensitive A2780 cell line and its
isogenic resistant derivative A2780cis cell line, before and
after treatment with cisplatin (20 μ M for 3 h). The results
obtained are summarised in Table 3. The first observation is
that the methylation percentages by HPLC–ICP–MS are
slightly lower (in all cases) than those obtained by HPLC–
UV. This could be ascribed to the different methodologies
used for the calculation (in ICP–MS is based on the relative
integration of the peaks and this could be less accurate).
Secondly, by comparing different human cell lines from lung
cancer (A549) and ovarian cancer (A2780), there are no
significant differences in the methylation level but quantitative
differences are encountered when compared to calf thymus
DNA. Finally, it can be seen as well that the cisplatin-sensitive
and the cisplatin-resistant cell lines displayed similar methyl-
ation percentage, and this percentage did not change signifi-
cantly following treatment with cisplatin.
It has been reported [43] that A2780 cells display a pro-
gressive increase of the DNA methylation level during the
development of cisplatin resistance. However, in contrast with
this result, a lower global DNA methylation has also been
observed in cisplatin-resistant A2780cis cells compared to
cisplatin-sensitive A2780 cells. [44] On the other hand, al-
though, cultured cells exposed to a variety of commonly used
cancer chemotherapy agents, including cisplatin, develop
DNA hypermethylation, this effect is only readily apparent
in tumour cells responding to very toxic high drug concentra-
tions [45].
Conclusions
This work presents a new methodology for the detection and
quantification of global DNA methylation, as a ratio (%)
between 5mdCMP and dCMP. The key steps of the analytical
procedure, namely the HPLC separation of nucleotides re-
leased by enzymatic hydrolysis of DNA using anion-
exchange chromatography, were optimised. Furthermore, the
successful combination of such separation with both conven-
tional UV absorbance detection and ICP–MS detection has
been critically compared by illustrating their advantages and
drawbacks. The optimised HPLC–UV and HPLC–ICP–MS
methodologies were fully validated and showed adequate
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Fig. 5 HPLC–ICP–MS chromatogram of DNA hydrolysate from a calf
thymus and b A2780 cell line. Chromatographic conditions are given in
Table 1
Table 3 Global DNA methylation percentages in different genomic
DNA samples
DNA sample HPLC–UV
methylationa (%)
HPLC–ICP–MS
methylationa (%)
Calf thymus 4.9±0.1 4.7±0.2
A549 1.9±0.2 1.9±0.3
A2780 2.3±0.2 1.9
A2780b 2.7±0.3 1.7
A2780cis 1.9 1.0
A2780cisb 3.1 2.0
a Results are expressed as mean±SD (standard deviation, n=3)
b Cell line treated with cisplatin (20 μM, 3 h)
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analytical performance characteristics in terms of linearity
range, precision and sensitivity. In particular, similar detection
limits (in the ppb level) were achieved by bothmethodologies;
such detection limits allow the determination of the DNA
methylation at the levels presents in biological samples. How-
ever, in the case of using the HPLC–ICP–MS method for
analysis, the percentage of DNA methylation can be calculat-
ed directly from 5mdCMP and dCMP peak area measure-
ments eliminating the need for external calibration.
Finally, the two proposed methods have been successfully
applied to analysis of different genomic DNA samples. More-
over, they were also applied to determine the potential DNA
methylation changes associated with cisplatin treatment and
resistance in cell lines sensitive and resistant to the drug.
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Enhanced Detection of DNA Sequences Using End-Point PCR
Ampliﬁcation and Online Gel Electrophoresis (GE)-ICP-MS:
Determination of Gene Copy Number Variations
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Oncology University Institute (IUOPA), University of Oviedo, C/Julian Clavería 8, 33006 Oviedo, Spain
ABSTRACT: The design and evaluation of analytical methods that
permit quantitative analysis of speciﬁc DNA sequences is exponentially
increasing. For this purpose, highly sensitive methodologies usually based
on labeling protocols with ﬂuorescent dyes or nanoparticles are often
explored. Here, the possibility of label-free signal ampliﬁcation using end-
point polymerase chain reaction (PCR) are exploited using on-column
agarose gel electrophoresis as separation and inductively coupled
plasma−mass spectrometry (ICP-MS) for the detection of phosphorus
in ampliﬁed DNA sequences. The calibration of the separation system
with a DNA ladder permits direct estimation of the size of the ampliﬁed
gene fragment after PCR. With this knowledge, and considering the
compound-independent quantiﬁcation capabilities exhibited by ICP-MS
for phosphorus (it is only dependent on the number of P atoms per molecule), the correlation of the P-peak area of the ampliﬁed
gene fragment, with respect to the gene copy numbers (in the starting DNA), is then established. Such a relationship would
permit the determination of copy number variations (CNVs) in genomic DNA using ICP-MS measurements. The method
detection limit, in terms of the required amount of starting DNA, is ∼6 ng (or 1000 cells if 100% extraction eﬃciency is
expected). The suitability of the proposed label-free ampliﬁcation strategy is applied to CNVs monitoring in cells exposed to a
chemical agent capable of deletion induction, such as cisplatin.
Changes in the copy number of genes contribute to thepathogenesis of various genetic disorders and cancer.1
Copy number variations (CNVs) are imbalances that alter the
diploid status of a locus, so that copy numbers increase
(duplications) or decrease (deletions).2 The screening of
genome-wide CNVs in single cells is of special importance
for a variety of applications in basic research and clinical
diagnosis of diseases such as Alzheimer’s disease, autism,
schizophrenia, breast cancer, or obesity.3,4 In addition, recent
studies have associated genomic CNVs with chemoresistance
(tumoral cells that are intrinsically resistant to chemotherapy or
become resistant after an initial partial response).5,6 Therefore,
the development of suitable technologies for whole-genome
ampliﬁcation protocols (particularly in single cells) and
appropriate platforms for evaluating the ampliﬁcation products
is highly demanded. The ﬁrst generation of polymerase chain
reaction (PCR) users performed end-point analysis by gel
electrophoresis and added ﬂuorogenic intercalating dyes such as
ethidium bromide or SYBR Green for signal monitoring.7 The
introduction of real-time (or so-called quantitative) polymerase
chain reaction (qPCR) spawned a second generation of assays
that enabled quantitation by monitoring the progression of the
ampliﬁcation after each cycle using ﬂuorescence probes.8,9 In
real-time PCR, quantitative information is obtained from the
cycle threshold (CT), which is a point on the analogue
ﬂuorescence curve where the signal increases above the
background.10 External calibrators or normalization to
endogenous controls are required to estimate the concentration
of an unknown sample. When relative quantiﬁcation is not
suﬃcient and absolute numbers are required, it is necessary to
sort to quantiﬁcation standards (RNA, cDNA, plasmid DNA,
genomic DNA) and the accuracy of the result is largely
dependent on the accuracy of the standard that is used.
Therefore, accurate estimation necessitates that the same
reaction conditions are used for a standard and for the
sample.11,12 In general, qPCR assays are characterized by a wide
dynamic range of quantiﬁcation of 7−8 logarithmic decades, a
high technical sensitivity (<5 copies), and a high precision
(<2% standard deviation). These reasons make qPCR the
golden standard for gene expression analysis13 and also for
CNV, although applied to a lower extent.14
Here, we propose an alternative strategy that combines the
advantages of end-point PCR (high ampliﬁcation rate) with a
more precise and accurate method of quantiﬁcation, based on
the use of elemental mass spectrometry (in particular,
inductively coupled plasma−mass spectrometry (ICP-MS))
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for phosphorus determination in combination with on-column
agarose-gel electrophoresis. The column-type gel adopted the
traditional slab gel preparation that has been used for proteins15
and for the separation of DNA fragments.16,17 The objective of
the present work is to evaluate the suitability of GE-ICP-MS to
detect gene copy variations and to address such variations
quantitatively after PCR ampliﬁcation of the sought gene. The
“model” gene selected for our study corresponds to part of the
promoter of POLQ gene, which encodes a DNA polymerase
and helicase protein involved in defense against genomic
instability and whose overexpression seems to correlate with
poor outcomes for breast and colorectal cancer patients.18
■ EXPERIMENTAL SECTION
Instrumentation. The continuous elution gel electro-
phoretic system (Mini Prep Cell, including a high-voltage
power supply PowerPac3000, BioRad Laboratories, Munich,
Germany) is described in detail elsewhere.16 The outlet of the
GE system was connected to a concentric nebulizer with a ﬂow
rate of 0.7 mL min−1. The gel housed in glass tubes (inner
diameter (ID) of 2.2 mm) contained 2% (w/v) agarose
SeaKem LE prepared in 50 mmol L−1 ammonium acetate buﬀer
(pH 8.0), which served also as electrode and as elution buﬀer.
The gel length was 30 mm. DNA separations were carried out
at a voltage of 250 V. Sample volume injected on the top of the
gel was 8 μL (4 μL of sample, 2 μL of 40% sucrose solution,
and 2 μL of 5 μg mL−1 PO4
3−).
The ELEMENT 2 inductively coupled plasma−sector ﬁeld-
mass spectrometer (ICP-SF-MS) from Thermo Fisher
Scientiﬁc (Bremen, Germany) allowed the interference-free
detection of 31P in the medium resolution mode of 4,000. The
PCR was a MWG Biotech, Inc., Primus 25 Thermal Cycler
(Cole−Parmer, Madrid, Spain).
Materials and Methods. The 100 bp DNA ladder was
obtained from Fisher Scientiﬁc (Madrid, Spain). The
ammonium acetate buﬀer was prepared by dissolving the
corresponding solid salt (Merck, Gemany) in 18 MΩ cm
deionized water obtained from a Milli-Q system (Millipore,
Bedford, MA, USA).
The A2780CIS cell line was purchased from the European
collection of cell cultures (ECACC) through Sigma−Aldrich
(St. Louis, MO, USA) and the GM04312 cell line was a gift
from Dr. J. Surralleś (Autonomous University of Barcelona,
Spain). The A2780CIS cell line was grown on a RPMI1640
medium (Invitrogen, Madrid, Spain) and GM04312 was grown
on a DMEM medium (Labclinics, Barcelona, Spain); in both
cases, the growing media was supplemented with 10% fetal
bovine serum and Plasmocin (5 μG/mL). All cells were
cultured at 37 °C with 5% CO2. DNA was extracted with the
Purelink Genomic DNA kit (from Invitrogen) and DNA
concentrations were determined using a Nanodrop 2000c
Spectrophotometer (Thermo Scientiﬁc, Wilmington, DE, USA)
The PCR used for this work was performed with primers
PQ-F:5′-TTACAAAAGGGACAACACAGATGC-3′ and PQ-
R:5′-CCAGTCTTCAAACTCAAACCTCC-3′ that anneal with
the POLQ gene promoter and allow the ampliﬁcation of a 623
bp amplicon. The 40 μL reaction volume contained 1X buﬀer,
20 μM dNTPs, 1.5 mM MgCl2, 8 pmol of each primer, and 2.5
U of BioTaq DNA polymerase (Bioline, London, U.K.). The
PCR stages can be described as follows: (1) 5 min at 95 °C; (2)
45 s at 95 °C, 45 s at 57 °C, and 2 min at 72 °C; and (3) 10
min at 72 °C. The temperature was held at 8 °C for at least 15
min at the end of the process. The PCR product (35 μL) was
puriﬁed with the Ilustra GFX PCR DNA and gel band
puriﬁcation kit (GE Healthcare, Barcelona, Spain) and
recovered in a ﬁnal volume of 50 μL.
■ RESULTS AND DISCUSSION
Optimization of the Separation and Quantiﬁcation. As
previously described, the ampliﬁed fragment of the gene POLQ
contains 623 bp; therefore, the ﬁrst experiments were focused
on optimizing the separation−detection conditions for the
analysis of similar size DNA fragments with the GE-ICP-MS
system. Figure 1 shows an electropherogram corresponding to
the separation of 100 bp ladder with fragments ranging from
100 bp to 1000 bp after separation in a gel containing 2%
agarose. The separated fragments were then taken into the ICP-
MS for online P-monitoring using a 50 mM ammonium acetate
buﬀer continuously introduced using a peristaltic pump. Figure
1 also shows the correlation of the observed retention times
with the number of base pairs in the studied range (adjusted to
a polynomial equation, r2 = 0.999). Although this standard was
not spiked with any inorganic phosphate, some traces of this
compound were naturally present in the solution and showed a
minor signal that came out at ∼550 s (see Figure 1). This was
veriﬁed by adding phosphate to the standard of the ladder (data
not shown), which was further used as internal standard (IS)
Figure 1. Separation of a 100 bp DNA ladder using on-column gel
electrophoresis and ICP-MS detection of 31P and plot of the retention
times observed for the diﬀerent sequences versus the number of base
pairs. There is a polynomial relation (y = −224.14 + 0.16x + 0.0003x2)
with a correlation coeﬃcient of r2 = 0.9993.
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for correcting possible variations on the migration times and
also for quantiﬁcation purposes, as will be explained later.
A critical advantage of ICP-MS as detector in this application
was its ability to provide compound-independent quantiﬁcation
strategies, exploited also for DNA sequences after labeling with
lanthanides19 or nanoparticles.20 Since ICP-MS analytical
response is virtually compound-independent, the introduction
of a P-containing inorganic standard (e.g., inorganic phosphate)
allowed direct calculation of the phosphorus concentration in
the corresponding PCR product (amplicon), and by knowing
the P/amplicon stoichiometry (directly obtained from Figure
1) and the amplicon concentration. Thus, the proposed
strategy provides simultaneously fragment size and quantitative
data of the ampliﬁed fragment, in connection with PCR
ampliﬁcation. For example, Figure 2A shows the electrophero-
gram obtained from human genomic DNA (32 ng) after
ampliﬁcation of the fragment of the POLQ gene (tm = 1430 s).
The DNA was extracted from cultured cells (A2780CIS cell
line) and the ampliﬁcation was performed using 30 cycles of
PCR. The signal of the PO4
3− standard added for quantiﬁcation
can be also observed in Figure 2A (tm = 550 s), and, using this
signal (and the corresponding phosphate concentration), the
concentration of the amplicon was directly extracted from the
electropherogram, accounting for 0.014 ± 0.004 μM (n = 5).
To establish a generic quantitative method for the
quantiﬁcation of PCR products, it is important to address the
amplicon peak area, depending on the number of PCR cycles
and the starting DNA concentration. These two parameters are
inversely related, because lower DNA starting concentrations
will require higher PCR cycles to obtain the same amount of
the ampliﬁed product. However, there is a limit in the
ampliﬁcation rate (a “plateau” region in the PCR curve) given
by the limitation in the concentration of the reaction
components. To evaluate this eﬀect, diﬀerent starting DNA
amounts (nanogram level) and PCR cycles were studied and
the obtained results were plotted in Figure 2B, where the
represented signal corresponds to the amplicon peak area
divided by the area of the IS. According to these results, an
increase in the peak area ratios was observed with increasing
the starting DNA amounts for the number of assayed cycles
(25, 30, and 35). When comparing among cycles, the highest
ampliﬁcation rates were observed for 30 cycles, in the range of
the evaluated starting DNA amounts (16−320 ng). However, if
lower starting DNA amounts were to be used (<16 ng), higher
ampliﬁcation rates could be obtained with higher number of
cycles, as suggested by the results of Figure 2B.
Figure 2C shows that, at 30 PCR cycles, the amplicon peak
area correlated linearly with the logarithm of the starting DNA
amounts (correlation coeﬃcient of r2 = 0.99). This dynamic
range for quantiﬁcation can be converted into copy numbers of
a gene in the starting DNA (taking into account that the size of
the human haploid genome is 3.3 × 109 bp, which corresponds
to ∼3.3 pg DNA and, when starting from genomic DNA, this
corresponds to one copy of any single copy gene). In our case,
this spanned from 4800 (lowest concentration tested) to ∼100
000 copies. Therefore, working under the established
conditions (30 PCR cycles and starting DNA amounts within
the assayed range), it is possible to obtain the starting copy
numbers of the ampliﬁed fragment (in absolute and relative
terms) with this calibration curve. Of course, this work
represents only an innovative proof of concept, but a
simultaneous measurement of diﬀerent genes (multiplex
experiments) could be done with the proposed setup.
Application of the (PCR)-GE-ICP-MS to Gene Copy
Number Determination. The application of this proof of
concept in health and disease was checked using human DNA
obtained from cultured cells treated with the chemotherapeutic
drug cisplatin. This chemical induces DNA damage, mainly
intrastrand cross-links that can block replication and may
induce deletions.21 Moreover, apparently CNV in speciﬁc genes
is related to the poor outcome of the drug in ovarian cancer
patients and might also be related to cisplatin resistance.22 The
cell line used in these experiments (GM04312) is deﬁcient for
the nucleotide excision repair mechanism (NER) and then
sensitive toward cisplatin action, since NER is the main DNA
Figure 2. (A) Separation of ampliﬁed fragment of the POLQ gene
(623 bp) in the on-column GE-ICP-MS system with the signal of the
PO4
3− added as an inorganic standard. (B) Peak areas ratio of the
amplicon/phosphate for diﬀerent DNA concentrations and PCR
cycles. (C) Variation of the amplicon/phosphate peak areas ratio with
the concentration of DNA in the template (and with the
corresponding number of copies).
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repair system involved on the removal of cisplatin-induced
DNA damage.23,24 Therefore, this cell line was selected to
conduct the experiments for the purpose of detecting possible
CNV ascribed to the treatment with cisplatin. Thus, three
replicates of GM04312 (one control and two exposed to 5 and
20 μM cisplatin, respectively) were studied. After DNA
extraction, the same amount of genomic DNA was used for
PCR ampliﬁcation (30 cycles) in each case, and the amplicon
was analyzed under the optimized conditions.
Figure 3 shows the electropherograms obtained for the
control and the 20 μM cisplatin samples by GE-ICP-MS. The
image shows the same separation also in a slab gel, together
with a DNA ladder, all treated with ethidium bromide. As can
be directly observed in the slab gel, the control sample (line 1)
showed signiﬁcantly higher intensity than the 20 μM cisplatin
(line 3). Quantitatively, the absolute number of copies of the
control sample could be determined using the proposed setup
and the calibration line of Figure 2C. The obtained results
revealed a decrease in the number of copies of ∼20%, with
respect to the control for the 20 μM cisplatin-treated sample
(12 332 ± 120 vs 10 180 ± 296, n = 3). The observed
diﬀerences were not statistically signiﬁcant in the case of 5 μM
cisplatin. Thus, the proposed strategy enabled to address
quantitatively that the treatment with cisplatin might have
induced deletions (or at least DNA damages that prevent
primer annealing) at the region of the analyzed fragment. To
summarize, Table 1 shows the obtained analytical ﬁgures of
merit of the proposed system, including the accuracy obtained
(by comparing the DNA concentration obtained with the
proposed system after PCR and this obtained by measuring it
in the original sample using spectrophotometric detection).
The limit of detection estimates the minimum amount of DNA
necessary to detect the amplicon with the proposed system and
under the optimized set of conditions (using 30 PCR cycles).
This value is slightly higher than that observed in the case of
qPCR for which DNA concentrations above 0.1 ng are
required. However, the LDs can be further improved by
increasing the number of PCR cycles. Therefore, the proposed
strategy seems to provide an interesting alternative for
quantitative evaluation of CNV associated with diﬀerent
pathological conditions.
■ CONCLUSIONS
In conclusion, we have shown that end-point polymerase chain
reaction (PCR) in combination with on-column gel electro-
phoresis−inductively coupled plasma−mass spectroscopy (GE-
ICP-MS) oﬀers outstanding features for the quantitative
assessment of changes in the number of copies of a given
gene. From a qualitative point of view, the proposed approach
can serve to evaluate the correct performance of the
ampliﬁcation process by PCR, since direct information on the
size of the amplicon can be attained (ICP-MS-driven molecular
information) by calibrating the system with the adequate ladder
(with clearly improved resolution, with respect to more-
conventional slab gel electrophoresis).
In addition, because of the direct correlation obtained
between the area of the amplicon and the number of copies of a
given gene (depending on the DNA starting concentration),
the methodology is fully quantitative to address CNVs in
diﬀerent cells as alternative to qPCR (but not limited by the
size of the amplicon) and could be further exploited
simultaneously for diﬀerent genes (multiplex CNV determi-
nations). Among the main advantages of the proposed strategy,
ﬁrst is the absence of any labeling procedure, since the method
is based on direct quantiﬁcation of the phosphorus present in
the amplicon after PCR (thus, errors in quantiﬁcation
associated with insuﬃcient labeling reagent, quenching, etc.
are minimized). When compared with qPCR that exhibits
optimum performance for amplicons <300 bp, the presented
strategy can be applied to any amplicon length (e.g., here, a
fragment of ∼600 pb is shown). Furthermore, no melting
curves are required to address the outcome of the PCR reaction
(identiﬁcation of the ampliﬁed product in qPCR). Thus, the
methodology here proposed can be used to address
simultaneously the correct functioning of the PCR and the
concentration of the amplicon (by sorting to a well-
characterized phosphate standard).
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Figure 3. Separation of the ampliﬁed fragment of the POLQ gene
(623 bp) after ampliﬁcation with 30 cycles of PCR in the slab gel and
in the on-column GE-ICP-MS system. The samples correspond to the
cell line GM04312 of ﬁbroblasts: line 1, control (black trace in the
online system); line 2, 5 μM cisplatin (not shown in the online
system); and line 3, 20 μM cisplatin (gray trace in the on-line system).
At 550 s, in GE-ICP-MS, the signal corresponds to the inorganic
phosphate used as an internal standard (IS).
Table 1. Analytical Figures of Merit of the Proposed
Methodology Based on On-Column Gel Electrophoresis−
Inductively Coupled Plasma−Mass Spectroscopy (GE-ICP-
MS)
ﬁgure of merit GE-ICP-MSa
limit of detection, LDb 6 ng or 1000 cells
percent relative standard deviation, %RSDc 8%
resolutiond 1.02
percent relative standard deviation, %RSD (mig. time)e 0.8%
accuracyf >95%
aIncludes the use of diﬀerent homemade gels for every analysis.
bMinimum amount of DNA needed for detection (using 30 PCR
cycles) and considering 100% extraction eﬃciency. cCalculated for n =
3 (measured diﬀerent days with diﬀerent gels). dBetween 500 bp and
600 bp. eEvaluated on the POLQ gene (623 bp). fCalculated initial
DNA concentration by GE-ICP-MS and compared with NanoDrop
results.
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(16) Brüchert, W.; Bettmer, J. Anal. Chem. 2005, 77, 5072−5075.
(17) Brüchert, W.; Bettmer, J. J. Anal. At. Spectrom. 2006, 21, 1271−
1276.
(18) Yousefzadeha, M. J.; Wood, R. D. DNA Repair 2013, 12, 1−9.
(19) Han, G.; Zhang, S.; Xing, Z.; Zhang, X. Angew. Chem., Int. Ed.
2013, 52, 1466−1471.
(20) Han, G.; Xing, Z.; Dong, Y.; Zhang, S.; Zhang, X. Angew. Chem.,
Int. Ed. 2011, 50, 3462−3465.
(21) Cizeau, J.; Decoville, M.; Leng, M.; Locket, D. Mutat. Res. 1994,
311, 31−38.
(22) Bell, D.; Berchuck, A.; Birrer, M.; Chien, J.; Cramer, D. W.; Dao,
F.; Dhir, R.; DiSaia, P.; et al. Nature 2011, 474, 609−615.
(23) Ferry, K. V.; Hamilton, T. C.; Johnson, S. W. Biochem.
Pharmacol. 2000, 60, 1305−1313.
(24) Colombo, P. E.; Fabbro, M.; Theillet, C.; Bibeau, F.; Rouanet,
P.; Ray-Coquard, I. Crit. Rev. Oncol. Hematol. 2014, 89, 207−216.
Analytical Chemistry Technical Note
dx.doi.org/10.1021/ac502671f | Anal. Chem. 2014, 86, 11028−1103211032
Journal of Chromatography A, 1393 (2015) 89–95
Contents lists available at ScienceDirect
Journal  of  Chromatography  A
j o ur na l ho me  page: www.elsev ier .com/ locate /chroma
Reversed  phase  and  cation  exchange  liquid  chromatography  with
spectrophotometric  and  elemental/molecular  mass  spectrometric
detection  for  S-adenosyl  methionine/S-adenosyl  homocysteine  ratios
as  methylation  index  in  cell  cultures  of  ovarian  cancer
T.  Iglesias  González,  M.  Cinti,  M.  Montes-Bayón,  M.R.  Fernández  de  la  Campa ∗,
E.  Blanco-González
Department of Physical and Analytical Chemistry, Faculty of Chemistry, University of Oviedo, C/ Julian Clavería 8, 33006 Oviedo, Spain
a  r  t  i  c  l  e  i  n  f  o
Article history:
Received 17 December 2014
Received in revised form 10 March 2015
Accepted 10 March 2015
Available online 18 March 2015
Keywords:
S-adenosylmethionine
S-adenosylhomocysteine
Methylation index
LC–MS/MS
HPLC–DF-ICP-MS
HPLC–UV
a  b  s  t  r  a  c  t
S-adenosylmethionine  (SAM)  and S-adenosylhomocysteine  (SAH)  are  essential  compounds  in  the  carbon
metabolic  cycle  that  have  clinical  implications  in  a broad  range  of disease  conditions.  The  measurement
of  the  ratio  SAM/SAH  also  called  methylation  index,  has  become  a  way  of  monitoring  the DNA  methyla-
tion  of  a cell  which  is an  epigenetic  event  with  important  clinical  implications  in  diagnosis;  therefore  the
development  of suitable  methods  to accurately  quantify  these  compounds  is  mandatory.  This  work  illus-
trates  the  comparison  of  three  independent  methods  for the  determination  of  the  methylation  index,
all  of  them  based  on  the  chromatographic  separation  of the  two  species  (SAM  and  SAH)  using  either
ion-pairing  reversed  phase  or cation  exchange  chromatography.  The  species  detection  was  conducted
using  either  molecular  absorption  spectrophotometry  (HPLC–UV)  or mass  spectrometry  with  electro-
spray  (ESI-MS/MS)  as  ionization  source  or inductively  coupled  plasma  (DF-ICP-MS)  by monitoring  the
S-atom  contained  in both  analytes.  The  analytical  performance  characteristics  of the  three  methods  were
critically  compared  obtaining  best  features  for  the  combination  of reversed  phase  HPLC  with  ESI-MS  in
the MRM  mode.  In this  case,  detection  limits  of about  0.5  ng mL−1 for both  targeted  analytes  permitted  the
application  of the  designed  strategy  to evaluate  the  effect  of cisplatin  on  the  changes  of  the  methylation
index  among  epithelial  ovarian  cancer  cell  lines  sensitive  (A2780)  and  resistant  (A2780CIS)  to this  drug
after  exposition  to  cisplatin.
©  2015  Elsevier  B.V.  All  rights  reserved.
1. Introduction
Epigenetic mechanisms (the study of heritable changes in gene
expression that occur independent of changes in the primary DNA
sequence) are essential for normal development and maintenance
of tissue-speciﬁc gene expression patterns in mammals [1]. Dis-
ruption of such epigenetic processes can lead to altered gene
function and malignant cellular transformation [2]. Among epige-
netic changes, DNA methylation is a stable but reversible epigenetic
modiﬁcation that regulates gene expression [3]. The alteration of
the methylation patterns of DNA can lead to chronic disease states
and, in this regard, cancer-associated DNA hypomethylation is as
∗ Corresponding author. Tel.: +34 985 103035; fax: +34 985 103125.
E-mail addresses: montesmaria@uniovi.es (M.  Montes-Bayón),
mrfcampa@uniovi.es (M.R. Fernández de la Campa), eblancog@uniovi.es
(E. Blanco-González).
prevalent as cancer-linked hypermethylation, but these two  types
of epigenetic abnormalities usually affect different DNA sequences.
DNA hypermethylation mainly occurs in the cytosines located in
sequences CpG, also called CpG islands in tumor suppressor gene
promoters with the consequence of silencing such genes [4,5]. In
contrast, very frequent hypomethylation is seen in both highly
and moderately repeated DNA sequences in cancer. Both situations
might have potential clinical utility for diagnosis and/or prognosis
of cancer [6].
In the last years, many techniques have been developed to
resolve DNA methylation analysis [7]. Among them, those based on
PCR ampliﬁcation after DNA cleavage with restriction enzymes are
the most utilized strategies in molecular biology laboratories [8].
Due to the limitations of PCR to distinguish methylated and non-
methylated cytosines, bisulﬁte treatment (conversion of cytosine
to uracil while methylated cytosine remain unaffected) previous
to PCR has been the method of choice to address DNA methyla-
tion (although it cannot provide the information of a single allele
http://dx.doi.org/10.1016/j.chroma.2015.03.028
0021-9673/© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.
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resolution) [9]. Alternatively, investigation focus has shifted toward
the determination of DNA transmethylation cycle intermediates.
The principal biochemical pathway regulating DNA methylation is
the methionine cycle using S-adenosylmethionine (SAM) as methyl
donor group in the presence of methyltransferases [10]. This results
in the formation of S-adenosylhomocysteine (SAH) that, under nor-
mal  physiologic conditions, is hydrolyzed by SAH hydrolase (SAHH)
to adenosine and homocysteine [11]. However, this latter reaction
is readily reversible with equilibrium dynamics that strongly favor
SAH synthesis rather than hydrolysis. Due to this fact, SAM and
SAH regulate the normal capacity of methylation in DNA and the
deregulation of the methionine cycle could have serious cellular
consequences regarding disease development [12]. The use of the
ratio of SAM/SAH as a reporter of the methylation capacity of the
cell was ﬁrst suggested by Cantoni et al. [13] and this ratio has been
referred as the “methylation index”. The advantage of using SAM
and SAH over others biomarkers for monitoring DNA methylation in
epithelial ovarian cancer, for instance is that the variability of these
metabolites can be detected in early stages of tumor development
[14]. However, SAH levels are several-fold lower than SAM levels in
physiological conditions and both are found at low concentration in
biological matrices. Therefore, it is necessary to use advanced ana-
lytical techniques to ensure reliable quantitative analysis of these
molecules.
In this regard, liquid chromatography–tandem mass spec-
trometry analysis (LC–MS/MS) of clinical samples (mainly serum,
plasma and cerebrospinal ﬂuid) for SAM and SAH has received
extensive attention [15–19]. Advantages of this method are high
selectivity, sensitivity and sample throughput with relatively low
time-consuming sample preparation. However, in some cases, pre-
cision and reproducibility obtained by LC–MS/MS have not turned
out satisfactory due to ion suppression or ion enhancement caused
by coelution of matrix compounds. Matrix effects are generally not
reproducible or repeatable between samples and so can severely
compromise the accuracy and reproducibility of the analysis. These
effects can be minimized by the use of stable isotopes labeled
analogs as internal standards. As previously mentioned, SAM and
SAH determination by LC–MS/MS have been utilized in human bio-
logical ﬂuids such as plasma, [20,21] serum [22] and cerebrospinal
ﬂuid, [23,24] and also in animal tissues as mice liver [25] or mouse
embryos [26] but relatively little attention has been paid to analysis
of SAM and SAH in cultured cells [27,28].
In the present work, we compare the performance char-
acteristics of a well-known strategy like ion pairing-reversed
phase-LC–MS/MS for measuring the SAM/SAH ratio with other
strategies such as LC–UV–VIS (using not only reversed phase but
also cation exchange chromatography). In addition, since SAM and
SAH contain in their structures a sulphur atom as heteroelement,
this work explores also the capabilities of other ionization sources
(in particular, inductively coupled plasma, ICP) for monitoring of
these biomolecules after chromatographic separation [29–32]. The
three analytical strategies are critically compared and once the best
method is established, the methylation index is evaluated in two
variants of ovarian cancer cells, resistant (A2780CIS) and sensitive
(A2780) to the chemotherapeutic cisplatin before and after expo-
sure to this drug.
2. Experimental
2.1. Chemical and materials
S-5′-Adenosyl-l-methionine chloride (SAM), S-5′-adenosyl-L-
homocysteine (SAH), ammonium acetate, MgCl2, acetic acid and
malonic acid were purchased from Sigma–Aldrich (St. Louis, MO,
USA). Ammonium formate, formic acid, ammonia, and sodium
hydroxide were obtained from Merck (Darmstadt, Germany). The
HPLC-grade acetonitrile was  purchased from J.T. Baker (Philipsburg,
USA). The HPLC-grade methanol was purchased from Fisher Sci-
entiﬁc (Madrid, Spain). All solutions were prepared using 18 M
cm deionized water obtained from a Milli-Q system (Millipore,
Bedford, MA,  USA). All chemicals were of analytical grade. All gases
used for ICP-MS and ESI applications (argon, nitrogen, oxygen, each
99.999%) were purchased from Air Liquide Espan˜a S.A (Oviedo,
Spain).
Stock solutions for SAM and SAH were prepared at a concen-
tration of approximately 1000 mg  L−1 in water containing 1% of
acetic acid (according to Kirsch et al. [19] acidiﬁcation with acetic
acid avoids the possibility of degradation of SAM) and stored at
−20 ◦C until needed. Working standard solutions for HPLC–UV and
HPLC–ICP-MS were prepared each day by dilution of stock solu-
tions in mobile phase A at concentration from 8 to 128 mg  L−1 for
UV detection and 1 to 30 mg  L−1 for ICP-MS detection. Working
solutions for HPLC–ESI-MS/MS were obtained by successive dilut-
ing of stock solution with acetonitrile, resulting in concentrations
of 0, 5, 10, 40, 100 and 200 g L−1.
2.2. Instrumentation
2.2.1. HPLC–UV analysis (ion pairing-reversed phase and cation
exchange chromatography)
In this system the separation was carried out using a chromato-
graphic pump Agilent 1100 (Agilent Technologies, Tokio, Japan)
consisting of a four channel on-line degasser, a standard binary
pump and a micro well plate auto sampler. Two  chromatographic
separation mechanisms were tested: one is based on ion pairing-
reversed phase chromatography and the other on cation exchange
chromatography. In the ﬁrst, the column used was an Eclipse
XDB C18 (150 mm  × 4.6 mm,  5 m,  Agilent Technologies). The two
mobile phases consist of 5 mM ammonium formate and 0.10% (v/v)
formic acid aqueous solution to pH = 2.8 (Phase A) and acetoni-
trile containing 0.1% (v/v) formic acid (Phase B). The elution was
carried out at a ﬂow rate of 0.5 mL  min−1 with a linear gradient
from 0 to 80% of phase B in 25 min  and then isocratically at 80% B
from 25 to 30 min. The total run time was 32 min  and the injec-
tion volume was 20 L. The separation by cation exchange was
accomplished a room temperature using a Mono S HR 4.6/100 PE
column (100 mm × 4.6 mm,  10 m,  Healthcare, Amersham, UK) at
a ﬂow rate of 1 mL  min−1. Mobile phase A consisted of malonic acid
50 mM at pH 3.5 by adding concentrated ammonia suprapur qual-
ity, the phase B is phase A + 500 mM ammonium acetate at pH 3.5.
The optimized gradient started with 10% of phase B that linearly
increased to 100% in 10 min  and was then maintained at 100% dur-
ing 5 min. The total run time was  25 min. The injection volume was
20 L. The absorbance of analytes was  recorded at 258 nm with a
diode array detector (DAD) from Agilent Technologies (1100 series,
Agilent, Tokio, Japan).
2.2.2. LC–DF-ICP-MS analysis
For indirect SAM and SAH quantiﬁcation trough elemental sul-
fur a double focusing ICP-MS (DF-ICP-MS) instrument ELEMENT
II (Thermo Fischer Scientiﬁc, Bremen, Germany) was used. The
element-speciﬁc detection of 32S and 34S was performed working
at medium resolution (Rs = 4000) in order to avoid possible spectral
interferences. In this case, the previously detailed cation exchange
chromatography was  coupled on line to the DF-ICP-MS.
2.2.3. LC–MS/MS analysis
The analysis was  performed in an Agilent 1290 HPLC system
coupled to an Agilent 6460 triple quadrupole mass spectrometer
(Agilent Technologies, Waldbronn, Germany) equipped with a jet
stream electrospray ion source. Chromatographic separation was
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achieved at room temperature using a Zorbax Eclipse Plus C18 col-
umn  (50 mm × 2.1 mm,  1.8 m,  Agilent Technologies) at a ﬂow rate
of 0.25 mL  min−1 The mobile phases consisted of water containing
5 mM ammonium formate and 0.15% formic acid at pH 3.4 (phase
A) and acetonitrile containing 0.15% formic acid (phase B). The
injection volume was 5 L. Elution was performed with a gradi-
ent starting at 2% B for 1.0 min, increasing to 15% in 5.0 min. Phase
B was then increased to 90% within 2.0 min  and kept at this value
for one more minute before it was decreased to initial conditions.
The overall runtime was 12 min.
MS  analysis was performed in the positive-ion mode using the
multiple reaction monitoring (MRM). The capillary voltage was set
at 3500 V and nozzle voltage at 0 V. The nitrogen drying gas ﬂow
was 5 L min−1 at a gas temperature of 350 ◦C. The nebulizer pres-
sure was set at 45 psi with a sheath gas ﬂow rate of 11 L min−1 at
temperature of 375 ◦C.
2.3. Sample preparation
Cell cultures were subjected to centrifugation at 1000 × g for
5 min  to separate the growth medium in the ﬁrst place. The col-
lected pellet was dissolved in cold water at 4 ◦C (four volumes of
water per volume of sample) and vigorously stirred on a vortex,
then was introduced in an ultrasonic bath for 10 min. The cell lysis
was completed with successive freeze–thaw cycles. Finally, a new
centrifugation at 1000 × g allowed separating the cytosol (super-
natant) from cell membranes. The cytosol containing SAM and SAH
was subsequently subjected to a cleaning and preconcentration
step and these results compared with direct introduction of the
cytosolic extract into the separation systems. For this aim, the tar-
get analytes were isolated from the other components of the cytosol
by making use of afﬁnity SPE cartridges containing phenylboronic
acid (Bond ELUT-PBA, 100 mg,  1 mL,  Agilent Technologies, Lake For-
est, CA, USA) which at pH 7–8 selectively binds cis-hydroxyl group
of ribose moiety present in the SAM and SAH. We  followed the pro-
cedure of Gellekink et al. [16]. Brieﬂy described, 1 mL  of samples
was neutralized up to pH 7.4–7.5 with 55 L of 1 M of ammonia
and applied to SPE cartridge, previously conditioned passing ﬁve
times 1 mL  volumes of 0.1 mol  L−1 formic acid and ﬁve times 1 mL
volumes of 20 mM ammonium acetate (pH = 7.4). Water soluble
impurities were removed by washing the cartridge twice with 1 mL
of 20 mM ammonium acetate (pH = 7.4) and the SAM and SAH were
eluted with different volumes of 0.1 M formic acid. Once our ana-
lytes were isolated of the matrix, they were preconcentrated with
a vacuum concentrator prior to be dissolved in the corresponding
phase A and injected in HPLC–UV or HPLC–ICP-MS or dissolved in
acetonitrile when using LC–MS/MS.
3. Results and discussion
3.1. Optimization on SAM and SAH separation using UV detection
The ion pairing-reversed phase chromatographic conditions
were ﬁrst optimized using a standard mixture of SAM and SAH
in order to ensure that both compounds are properly resolved.
The effect on the separation of the organic modiﬁer concentra-
tion (acetonitrile or methanol), pH of the mobile phase, different
chromatographic gradients and column temperature were opti-
mized to obtain an appropriate resolution in the shortest time. The
optimum conditions are detailed in Table 1 and Fig. 1A shows the
chromatogram obtained at 258 nm,  exhibiting a retention time (tr)
for SAM of 3.96 ± 0.02 min  and for SAH of 7.50 ± 0.02 min. Under
these conditions the peaks are resolved at baseline level (R > 1.5).
The performance characteristics of this method are given in Table 2.
The method detection limit (LOD) was calculated as 3 times the
Table 1
Instrumental operating conditions for the different chromatographic systems eval-
uated and the different detectors.
Ion-pairing reversed phase HPLC–UV
Column Zorbax Eclipse XDB-C18 (4.6 mm × 150 mm,  5 m)
Mobile phases (A) 5 mM ammonium formate + 0.1% formic acid
(B) Acetonitrile + 0.1% formic acid
Gradient elution Time (min) %B
0  0
25 80
30 80
Injection volume 20 L
Flow rate 0.5 mL min−1
Detection UV absorption (258 nm)
Cation exchange HPLC–UV and ICP-MS
Column Mono-STM 4.6/100 PE (10 mm × 100 mm, 10 m)
Mobile phases (A) Ammonium malonate (pH 3.5)
(B) A + 0.5 M ammonium acetate (pH 3.5)
Gradient Time (min) %B
0  10
10 100
15 100
Injection volume 20 L
Flow 1 mL  min−1
Detection ICP-MS (S) and UV absorption (258 nm)
ICP-MS
Instrument Thermo Element 2
Forward power 1280 W
Cool gas ﬂow 15.5 L min−1
Sample gas ﬂow 0.968 L min−1
Isotope monitored 32S
Resolution 4000 (m/m)
Ion-pairing reversed phase HPLC–MS/MS
Column Zorbax SB C18 (2.1 mm × 50 mm,  1.8 m)
Mobile phases (A) 5 mM ammonium formate + 0.1% formic acid
(B) acetonitrile + 0.1% formic acid
Gradient elution Time (min) %B
0 2
1  2
5  15
7  90
8  90
Injection volume 5 L
Flow rate 0.25 mL  min−1
Detection ESI-MS/MS
ESI-MS/MS
Drying gas
temperature
350 ◦C
Drying gas ﬂow 5 L min−1
Nebulizer 45 psi
Ion spray voltage 3500
Acquisition parameters
Fragmentor 100 V (SAM), 60 V (SAH)
Dwell time 200 ms
Collision energy 15 V (SAM), 10 V (SAH)
The acquired SRM transitions for SAM was 399 → 250 and for SAH was
385  → 136
standard deviation of the blank signal at the retention time of the
compounds divided by sensitivity (peak height per ppb) obtained
for a standard of 8 mg  L−1 and it turned out to be about 0.056 mg  L−1
for SAM and 0.024 mg  L−1 for SAH. The repeatability obtained by
performing three consecutive injections of 32 mg L−1 of each ana-
lyte and expressed as coefﬁcient of variation of the peak area was
found to be 3.4% for SAM and 1.9% for SAH. Good linearity for the
studied concentration range was  obtained for both analytes.
Similarly, the optimization of the separation conditions by
cation exchange chromatography was conducted by using UV
absorption. The ﬁnal conditions for the separation of the two
species included a gradient of ammonium acetate at pH 3.5 (see
Table 1). Since SAM contains a positive charge on the S atom and
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Fig. 1. Chromatograms of a mixture of SAM and SAH using UV detection at 258 nm
for:  (A) reversed phase-ion pairing HPLC (16 mg  L−1 of each compound) and (B)
cation-exchange chromatography (100 mg  L−1 of each compound).
working at pH = 3.5 a second positive charge can be added on the
terminal amino group and under these conditions SAH has only
the positive charge in the amino terminus, the two  species can
be separated in a cation exchanger, as shown in Fig. 1B. Retention
times are similar to those obtained by reversed-phase ion pairing
chromatography but the main advantage of the cation exchange
chromatography is that can be directly coupled to the ICP-MS as
sulphur detector since the mobile phases are highly compatible
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Fig. 2. Chromatogram of a 10 mg L−1 of SAH and SAM respectively by cation-
exchange HPLC–DF-ICP-MS monitoring 32S using a resolving power of 4000. See
Table 1 for detailed experimental conditions.
with this system. In terms of analytical ﬁgures of merit, the detec-
tion limits obtained turned out to be about 0.18 mg  L−1 for SAH and
0.46 mg  L−1 for SAM, signiﬁcantly worse than those obtained for the
reversed phase separation due to the substantial peak broadening
observed in cation exchange when comparing both systems. Other
analytical ﬁgures of merit regarding the cation exchange LC-UV
system are collected in Table 3.
3.2. Cation exchange chromatography–ICP-MS
Since sulphur contains a number of spectral interferences on its
major isotopes (32S and 34S from O2+ combinations) the use of a
sector ﬁeld mass spectrometer with high mass resolution capabili-
ties was necessary. This instrument was coupled on-line with liquid
chromatography for the separation of the two species under study.
However, the use of reversed phase ion-pairing was  not possible
due to the incompatibility of the mobile phases containing ace-
tonitrile with the detector. Thus cation exchange chromatography
was coupled with DF-ICP-MS for determination of SAM and SAH
by monitoring the sulphur present in both molecules. The obtained
chromatogram can be observed in Fig. 2 where the two compounds
show a similar elution proﬁle by monitoring 32S than in the case
of using UV detection. It is noteworthy that one of the analytical
Table 2
Performance characteristics of the ion-pairing reversed phase-HPLC–UV method for SAM and SAH analysis.
Compound Linear regression equations Correlation
coefﬁcient R
Linearity range of
response (mg  L−1)
LOD
(mg L−1)
LOQ
(mg  L−1)
Variation
coefﬁcient %
SAM Y = 1.4577C
(mg  L−1) + 0.7696; n = 5
0.9999 8–128 0.056 0.18 3.4
SAH  Y = 0.9329C
(mg  L−1) − 0.1217; n = 5
0.9999 8–128 0.024 0.08 1.9
Table 3
Performance characteristics of the cation-exchange HPLC–UV method for SAM and SAH analysis.
Compound Linear regression equations Correlation
coefﬁcient R
Linearity range of
response (mg  L−1)
LOD
(mg L−1)
LOQ
(mg  L−1)
Variation
coefﬁcient %
SAM Y = 0.9033C
(mg  L−1) + 0.1402; n = 7
0.9993 1–50 0.46 1.5 5.7
SAH  Y = 1.7407C
(mg  L−1) − 0.4396; n = 7
0.9998 1–50 0.18 0.6 1.0
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challenges for S-monitoring by ICP-MS is the high background sig-
nal observed for this element due to impurities in the mobile phases
as well as coming from the ICP components [32]. In this case, a con-
stant background signal of 8000–9000 counts per second has been
observed which reduces, signiﬁcantly, the sensitivity of this set-up.
Under this conditions, the calculated detection limits turned out
to be 0.32 mg  L−1 (27 g L−1 as sulphur) for SAM and 0.28 mg  L−1
(21 g L−1 as sulphur) for SAH. The obtained limits of detection
(as molecule) by this method do not improve those obtained by
UV and therefore, only a better selectivity of the proposed set
up would justify its application for sample analysis. Calibration
curves for standard solutions of SAM and SAH having concentra-
tions from 1 mg  L−1 to 30 mg  L−1 were established with correlation
coefﬁcients of 0.9998 (for SAM) and 0.9988 (for SAH). The obtained
reproducibility (as peak area) was around 3.3% for SAH (n = 3 for
5 mg  L−1) and 10.5% for SAH (n = 3 for 5 mg  L−1).
3.3. LC–MS/MS using MRM
The use of LC–MS/MS strategies for the simultaneous quantiﬁca-
tion of SAM and SAH in biological ﬂuids (mainly plasma and serum)
has been reported in a number publications [23,24] although rela-
tively little work has been done in cell cultures. Here, we have tried
to compare the two previously developed methodologies based
on LC–UV and LC–ICP-MS with this of LC–MS/MS with the aim of
addressing the methylation index in cell cultures. For LC–MS/MS, a
reverse phase C18 column was used (shorter dimensions than the
previously used for LC–UV) with similar elution conditions (see Sec-
tion 2). The measurements were conducted by multiple reaction
monitoring (MRM)  mode that could be used to improve the sen-
sitivity and selectivity of the determinations in complex samples,
as the cell culture. In order to select the most intense transitions,
the mass spectra of both analytes were obtained. Fig. 3 shows the
product ion scan of a standard of SAH at 200 ng mL−1 (Fig. 3A) and
SAM (Fig. 3B) at the same concentration. The observed protonated
molecular ions for SAM and SAH matched the theoretical masses
(m/z 399 and 385 respectively). Also, on the view of Fig. 3A and
B, optimum MRM  transitions were determined as follows: SAM
399 → 250 (loss of methionine fragment) and SAH 385 → 136 (loss
of homocysteine-ribose fragment) that turned out to be the most
intense transitions. Using these transitions, it was possible to obtain
the chromatogram (LC-MRM) for the two compounds that can also
be seen in Fig. 3C. Other factors such as retention times, resolu-
tion, ion intensities were taken into account to achieve the optimal
separation and detection conditions for these species.
Once the method was optimized, the analytical performance
characteristics were established. The limit of detection (LOD) and
the limit of quantiﬁcation (LOQ) were determined with the same
criteria than previously. Calibration curves for both compounds
were determined between 5 and 200 g L−1. The results obtained
are shown in Table 4 and here is possible to observe that this ana-
lytical strategy permits the most sensitive determination of the
analytes with detection limits of 0.5 and 1 g L−1 (ppb) for SAM
and SAH respectively (a least, one order of magnitude better than
the other two strategies). Therefore, this strategy was selected for
further analysis of SAM and SAH in the cell cultures.
3.4. Analysis of SAM and SAH and methylation index in cell
cultures
After optimization of the three methods, the one that has best
analytical characteristics in terms of speciﬁcity (particularly using
the MRM  mode) and sensitivity (due to enhanced signal to noise
ratio using also this mode) is the LC–MS/MS method. Additionally,
this method increased speed due to much shorter analysis time
(ascribed to the high speed chromatographic separation). These
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Fig. 3. Mass spectra and MRM  chromatogram of independent standards of
200 g L−1 of SAM and SAH: (A) product ion scan of SAM. Experimental conditions
as  described in Table 1, (B) product ion scan of SAH. Experimental conditions as
described in Table 1, (C) LC–MS (MRM)  chromatogram corresponding to the mixture
of  the two compounds and using the transitions 399 → 250 for SAM and 385 → 136
for  SAH.
features led us to consider that this method would be the best to
quantify the amount of SAM and SAH and the methylation index in
the cell cultures under study.
The aim of this study was to compare the effect of cisplatin on
the methylation index (ratio SAM/SAH) in cancerous cells (sensitive
and resistant to cisplatin) in which methylated DNA has been also
measured in previous experiments [33]. To do this, we have treated
two ovarian epithelial cancer cell lines (A2780 and A2780CIS, sensi-
tive and resistant to cisplatin, respectively) as previously described.
The corresponding control lines were also cultivated in the same
growing medium. Previous methods using LC–MS/MS in biolog-
ical matrices used a clean-up step by means of boronate SPE to
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Table  4
Performance characteristics of LC–ESI-MS/MS for SAM and SAH analysis.
Compound Linear regression equations Correlation
coefﬁcient R
Linearity range of
response (g L−1)
LOD
(g L−1)
LOQ
(g L−1)
Variation
coefﬁcient %
SAM Y = 0.1435C
(g L−1) − 0.7732; n = 7
0.986 5–200 0.5 1.65 14.3
SAH  Y = 0.5027C
(g L−1) + 0.1542; n = 7
0.9999 5–200 1 3.3 10.0
separate analytes from salts and other early eluting matrix
component [16,19]. Therefore, we previously tested this sample
preparation in the cell cultures but not signiﬁcant improvements on
the detection conditions were observed, therefore direct analysis
of the cytosolic extracts was conducted.
On the other hand, we also tested the effect of sample dilu-
tion with the corresponding mobile phase on the ion suppression
due to matrix effects (assayed dilution 1:10; 1:20 and 1:50). We
have found that there is a linear relationship between the signal
obtained and successive dilution of our samples (data not shown)
so the ion-suppression or enhancement was negligible. Therefore,
these results suggest the possibility of conducting the determi-
nation of the analytes by external calibration. To have a more
accurate comparison, the results were normalized to the protein
content of the cystosolic extract measured spectrophotometrically
at 280 nm.  Fig. 4 shows a representative LC–MS/MS chromatogram
obtained by monitoring the most intense transitions obtained for a
cell extract of A2780CIS line treated with 20 M of cisplatin without
any sample pretreatment.
The results obtained with the corresponding methylation index
are presented in Fig. 5 (Fig. 5A, SAM and SAH results for the three
independent cell cultures normalized to the protein content and
Fig. 5B, SAM/SAH or methylation index). As can be seen, the effect
of cisplatin on sensitive ovarian cancer cell lines produces a sig-
niﬁcant increase of methylation index (ratio SAM/SAH). Thus, the
mean value of three cell lines control is 2.5 ± 0.9 while is 4.5 ± 0.2
in treated cells (Fig. 5B). The uncertainties of these results include
both, methodological and biological variations. This increase is due
to higher levels of SAM in cells treated while SAH levels do not
change signiﬁcantly (see Fig. 5A). This fact could be due to a lower
degree of methylation in non-resistant cells which would explain
the comparable levels of SAH in respect to the control group and, at
same time, the increase in the concentration of SAM after cisplatin
treatment.
Fig. 4. Combined MRM  chromatograms of the analytes corresponding to the
cell  line resistant to cisplatin (A2780CIS) after treating the cells with 20 M
cisplatin. S-adenosylmethionine (transition 399 → 250, used for quantiﬁcation,
black trace and transition 399 → 136, gray trace, used for conﬁrmation) and S-
adenosylhomocysteine (transition 385 → 136, black trace used for quantiﬁcation
and transition 385 → 134, gray trace, used for conﬁrmation).
Fig. 5. Methylation index results in the cell lines of ovarian cancer sensitive (A2780)
and resistant to cisplatin (A2780CIS) before and after exposure to 20 M cisplatin. (a)
Results of SAM (dotted columns) and SAH (gray columns) normalized to the protein
content measured by spectrophotometry at 280 nm and (B) SAM/SAH ratio (meth-
ylation index, columns) as average of the three independent cell cultures (error bars
correspond to the %RSD) compared with the DNA methylation found in the same
cell cultures taken from Ref. [33].
On the other hand, the treatment with cisplatin of resistant cell
lines (A2780CIS) resulted in a signiﬁcant decrease of methylation
index respect to control line (from 10.3 ± 3 in control cell lines
to 4.0 ± 0.7 in treated cell lines) as can be seen in Fig. 5B. These
variations are mainly ascribed to the signiﬁcant decrease of SAM
after cisplatin treatment. The resistant untreated cells show higher
methylation index due to an initial higher SAM concentration
(molecule donor or the methyl groups). After cisplatin treatment,
the methyl group has been most likely transferred into DNA and
this is in agreement with previously published results that doc-
ument a signiﬁcant increase in the global methylation of DNA in
A2780CIS after treatment with 20 M of cisplatin while no effect
is observed in the sensitive A2780 lines (data included in the red
trace of Fig. 5) [33]. This would agree with the fact that DNA meth-
ylation is a frequent event in cells that are chronically exposed to
cisplatin and that methylation-induced gene silencing may  play a
role in the development of resistance to cytotoxic chemotherapeu-
tic agents.
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4. Conclusions
In this work we critically compare three different methods
of quantiﬁcation for SAM and SAH in cell cultures as methyl-
ation index. The observed results show that the HPLC–UV and
HPLC–ICP-MS methods lack sufﬁcient sensitivity to be used in the
determination of SAM and SAH present in the samples. Expected
concentrations in cell cultures would be too close to quantiﬁca-
tion limit and so the calculation of the methylation index would
be highly imprecise. The last method evaluated was the coupling
of LC–MS/MS which has shown to provide satisfactory charac-
teristics of sensitivity and speciﬁcity to allow the simultaneous
monitoring of the two analytes using MRM  mode. Limits of detec-
tion below 1 ppb permitted the determination of these metabolites
in the samples without using any preconcentration system before
the analysis. Thus, this strategy was used to examine changes in
DNA methylation during the development of drug resistance in cell
cultures of sensitive and resistant lines of epithelial ovarian cancer
before and after cisplatin exposure. The obtained results revealed
variation coefﬁcients <15% for three independent replicates of each
of the cell cultures, which seems adequate considering the biologi-
cal variations among cells. It was observed that the treatment with
cisplatin of resistant cell lines (A2780CIS) resulted in a signiﬁcant
decrease of methylation index respect to control line correlating
with an increase of the DNA methylation previously observed under
similar conditions. Such results could correspond to an increased
activity of the DNA methylatranferases documented in resistant cell
cultures and that will be the aim of future studies.
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Methylation  of mammalian  genomic  DNA  is catalyzed  by  DNA  methyltransferases  (DNMTs).  Aberrant
expression  and  activity  of these  enzymes  has been  reported  to play  an important  role  in  the  initia-
tion  and  progression  of  tumors  and  its response  to  chemotherapy.  Therefore,  there  is a great  interest
in  developing  strategies  to detect  human  DNMTs  activity.  We  propose  a simple,  antibody-free,  label-
free  and non-radioactive  analytical  strategy  in which  methyltransferase  activity  is  measured  trough  the
determination  of  the  5-methylcytosine  (5mC)  content  in DNA  by  a  chromatographic  method  (HPLC-UV)
previously  developed.  For  this  aim,  a correlation  between  the  enzyme  activity  and  the  concentration  of
5mC  obtained  by HPLC-UV  is previously  obtained  under  optimized  conditions  using  both,  un-methylated
and  hemi-methylated  DNA  substrates  and the  prokaryotic  methyltransferase  M.SssI  as  model  enzyme.
The  evaluation  of the  methylation  yield  in  un-methylated  known  sequences  (a 623  bp PCR-amplicon)
turned to be quantitative  (110%)  in  experiments  conducted  in-vitro.  Methylation  of  hemi-methylated  and
low-methylated  sequences  could  be also  detected  with  the  proposed  approach.  The  application  of  the
methodology  to  the  determination  of the  DNMTs  activity  in  nuclear  extracts  from  human  ovarian  cancer
cells  has  revealed  the  presence  of  matrix  effects  (also  conﬁrmed  by  standard  additions)  that  hampered
quantitative  enzyme  recovery.  The  obtained  results  showed  the  high  importance  of  adequate  sample
clean-up  steps.
© 2016  Published  by  Elsevier  B.V.
1. Introduction
DNA methylation (conversion of cytosine of eukaryotic DNA
into 5-methylcytosine by the action of DNA methyltransferases,
DNMTs) is an epigenetic event playing a critical role in many
cellular processes. Generally, DNA methylation enhances the abil-
ity of cells to regulate and package the genetic information [1,2].
However, genomic methylation patterns are frequently altered in
tumor cells with global hypomethylation accompanying region-
speciﬁc hypermethylation events [3]. When hypermethylation
events occur within the promoter of a tumor suppressor gene, this
can silence the expression of the gene and provide the cell with
a growth advantage [4]. Furthermore, multiple DNA methylation
changes in the cancer methylome are associated with the acquisi-
∗ Corresponding authors.
E-mail addresses: eblancog@uniovi.es (E. Blanco-González),
montesmaria@univovi.es (M.  Montes-Bayón).
tion of resistance to chemotherapeutic drugs, such as cisplatin [5]
in particular in ovarian cancer cells [6,7].
Since DNMTs are key players during the cellular methylation
reaction, harmful methylation phenomena can be linked to the
abnormal expression and activity of such enzymes [8]. Under-
standing how DNMT activity at cellular level contributes to cancer
initiation and progression is a very important goal to achieve
since abnormalities in methyltransferase activity usually occur far
before other signs of malignancy and could thus be used for early
cancer detection [9,10]. In mammalian cells, there are four mem-
bers of the DNMT family, including DNMT1, DNMT3A, DNMT3B
and DNMT3L, being the ﬁrst three responsible for maintaining a
genomic methylation pattern by transferring a methyl group from
S-adenosylmethionine (SAM) to the 5-carbon position of cytosine
in the CpG dinucleotide (cytosine adjacent to guanine) sites.
Initial methodologies for the evaluation of DNMT activity
involved the use of radioactive labeling of DNA with [methyl-3H]-
SAM as methyl donor [11]. However, the desire to avoid radioactive
reagents has motivated the development of diverse alternatives
including PCR-based bisulﬁte conversion [12,13] or antibody-based
http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2016.05.038
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immunoassays using commercial kits [14]. The PCR-bisulﬁte con-
version method has the possibility of signal ampliﬁcation given by
the PCR although no direct measurement of the methylated prod-
ucts is conducted. Similarly, the immunoassays are based on the use
of a 5-methylcytosine (5mC) monoclonal antibody to recognize the
methylated DNA substrate immobilized in ELISA plates. However,
in this case, the proximity of several 5mC  in the DNA might cre-
ate steric effects for the antibodies to bind to the target and might
compromise then the ﬁnal determination. Additionally, over the
last decade, several electrochemistry, ﬂuorescence, and colorimet-
ric assays have been proposed, many of them based on labeling
procedures with electroactive species, enzymes, ﬂuorescent dyes,
and/or nanomaterials to enhance their sensitivity [15]. A compre-
hensive and recent review on this topic [15] reveals that most of
these assays are only applicable to the detection of pure commer-
cial DNMTs enzymes or used in inhibition experiments and have
not been evaluated with real biological sample. Recently, an elec-
trochemical platform has been designed for this kind of application
by combining the use of restriction enzymes and DNA charge trans-
port phenomena [16,17]. This set-up, although rather complex, is
one of the few systems that has proved to be successful in the analy-
sis of DNMTs activity in crude lysates and tissue samples. Therefore,
it still remains a challenge to develop simple strategies to monitor
the DNMT activity in real samples.
We  have recently developed a chromatographic method, based
on the use of anion exchange chromatography with UV detection,
to obtain information on the 5-mC content in DNA of different cell
cultures sensitive and resistant to cisplatin [18], showing good per-
formance characteristics. Such method could be now extended to
the determination of the total enzymatic activity of the human
DNMT family in nuclear cell extracts after suitable sample prepa-
ration strategies. Thus, in-vitro methylation using different DNA
substrates will be evaluated with the aim of correlating the produc-
tion of 5mC  with methyltransferase activity using the prokaryotic
methyltransferase M.SssI, which shares the speciﬁcity of eukaryotic
DNMTs, as model enzyme. As human methyltransferase activity
is sensitive to the methylation state of the DNA substrate (un-
methylated or hemi-methylated), DNA substrates under study will
include: a) a PCR amplicon as un-methylated model; b) a com-
mercially available hemi-methylated DNA and c) a genomic DNA
extracted from cell cultures. Finally, the applicability of the pro-
posed strategy will be evaluated for human methyltransferases
activity in cell culture lysates. Thus, a non-radioactive, antibody-
free and label-free simple method is here proposed for DNMTs
activity measurements.
2. Material and methods
All chemicals were of analytical reagent grade or bet-
ter. Ultra-pure water (>18 M)  obtained from a Milli-Q sys-
tem (Millipore, Bedford, MA,  USA) was used throughout. The
sodium salt of 5-methyl-2′-deoxycytidine-5′-monophosphate (5-
methylcytosine, 5mC) was purchased from Carbosynth Limited
(Berkshire, UK). Calf thymus DNA (lyophilized powder) and Nucle-
ase S1 from Aspergillus oryzae were purchased from Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO,  USA) and CpG Methyltransferase (M.SssI) was
obtained from Thermo Fischer Scientiﬁc (Barcelona, Spain). The
non-methylated DNA (human HCT116 DKO non-methylated DNA)
was obtained from Zymo Research (Freiburg, Germany). The
EpiQuikTM Nuclear Extraction Kit I for extracting nuclear proteins
from the ovarian cells was obtained from Epigentek (Farmingdale,
NY, USA).
For cell culture, RPMI 1640 medium and foetal bovine serum
were from Invitrogen (Fisher Scientiﬁc, Madrid, Spain) and
plasmocin was from InvivoGen (San Diego, USA). Tripsine was  pur-
chased from LabClinics (Barcelona, Spain) and Phosphate buffered
saline (PBS) from Sigma-Aldrich. Ammonium acetate (Sigma-
Aldrich) and ammonium hydroxide solution (28% w/v) (Merck
Millipore, Madrid, Spain) were used for the preparation of HPLC
mobile phases (buffered at pH = 6.9).
2.1. Cell cultures
A2780 human ovarian carcinoma cell line was a kind gift from
Dr. J. M.  Pérez Freije (Department of Biochemistry and Molecular
Biology, University of Oviedo); the in vitro derived cisplatin-
resistant A2780CIS cell line was purchase from the European
Collection of cell cultures through Sigma-Aldrich. The cells were
cultured at 37 ◦C in a 5% CO2 incubator using RPMI 1640 medium
supplemented with 10% foetal bovine serum and 5 mg L−1 of plas-
mocin. Afterwards, they were washed with PBS and collected by
trypsinization.
2.2. DNA extraction from cell cultures
Genomic DNA was extracted and puriﬁed from all the cultured
cells (from about 3–4.106 cells per extraction) using the silica-based
column DNA puriﬁcation kit PureLinkTM Genomic DNA Mini Kit
(Invitrogen, Carlsbad, USA). The Kit was used according to the man-
ufacturer’s instructions with the inclusion of RNAse A treatment to
generate RNA-free genomic DNA. The extracted DNA was eluted
using 100 L of the elution buffer (10 mM Tris-HCl, pH 9.0, 0.1 mM
EDTA).
2.3. Ampliﬁcation of the POLQ gen promoter region
Primers that anneal with the POLQ gene promoter region (For-
ward primer: 5′-TTACAAAAGGGACAACACAGATGC-3′ and reversed
primer: 5′-CCAGTCTTCAAACTCAAACCTCC-3′) were used to amplify
and 623 bp amplicon. DNA ampliﬁcation was performed in a reac-
tion mixture with a total volume of 40 L contained: 1X PCR buffer,
200 M of each deoxynucleoside triphosphate (dNTP), 1.5 mM
MgCl2, 8 pM of each primer, 2.5 units of BioTaq DNA polymerase
(Bioline, London, UK), 5 L of DNA extracted from cells and ultra-
pure water. The PCR reaction was  carried out using the following
stages: (1) 5 min  at 95 ◦C, (2) 45 s at 95 ◦C, 45 s at 57 ◦C and 2 min
at 72 ◦C, (3) 10 min  at 72 ◦C. Temperature was hold at 8 ◦C for at
least 15 min  at the end of the process. The PCR product (35 L) was
puriﬁed with the GFX PCR DNA and Gel Band Puriﬁcation Kit (GE
Healthcare, Barcelona, Spain) and recovered in 50 L ﬁnal volume
of water.
2.4. In-vitro methylation of DNA
Different DNA substrates (PCR amplicon, hemi-methylated DNA
and genomic DNA) were methylated with the enzyme M.SssI. This
enzyme is supplied with an optimized 10X reaction buffer and a
50X SAM solution as cofactor. The methylation reaction was carried
out in a ﬁnal volume of 40 L containing up to 1 g of DNA (whose
concentration was  assessed using a Nanodrop 2000c UV–vis spec-
trophotometer, Thermo), 0.1 mM SAM, 1X M.SssI reaction buffer
and various concentrations of the M.SssI enzyme (from 0 to 1.2 U).
The mixture was incubated at 37 ◦C for 15 min  and then the enzyme
was inactivated by heat treatment (65 ◦C 20 min) before hydrolysis
of the DNA substrates.
2.5. Enzymatic hydrolysis of DNA
DNA substrates (40 L) were heated for 30 min in a boiling water
bath and cooled rapidly on ice. Then, they were hydrolysed to
nucleotides by incubation with 5 L of Nuclease S1 from Aspergillus
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oryzae (solution containing 30 mM sodium acetate, 50 mM NaCl,
1 mM ZnCl2, 50% glycerol and 2 mg  mL−1 protein), for 14 h at 37 ◦C.
After that, the enzyme was separated out of the suspension by
membrane ultracentrifugation using Centricon YM-10 centrifugal
ﬁlter devices (Millipore) and the solution was injected into the
HPLC-UV system after dilution with the mobile phase.
2.6. Detection of DNMT activity in cell cultures
Nuclear extracts from the ovarian cancer cells (sensitive and
cisplatin resistant) were used for evaluating endogenous methyl-
transferase activity. Preparation of the nuclear extracts was  carried
out with the EpiQuik Nuclear Extraction Kit (Epigentek, Brook-
lyn, NY) following the manufacturer’s instructions. Aliquots of the
nuclear extract were incubated in the methylation reaction buffer
with 1 g of the DNA substrate and 0.1 mM SAM in a total volume
of 40 L for 15 min  a 37 ◦C. The reaction was terminated by heating
a 65 ◦C (20 min). Then, the DNA substrate was extracted from the
reaction mixture before its enzymatic digestion to nucleotides.
Two different extraction strategies were used. The ﬁrst one, a
GFX PCR DNA and Gel Band Puriﬁcation Kit, which combines a ver-
satile buffer with a glass ﬁber matrix supported in a spin column for
the puriﬁcation of DNA. This Kit was used according to the manu-
facturer’s instructions and the matrix-bound DNA was eluted using
40 L of sterile nuclease free water.
In the case of using un-methylated DNA (a fragment of POLQ
gene previously ampliﬁed by PCR) the puriﬁcation was  carried
out also by using Dynabeads® MyOneTM Streptavidin C1 magnetic
beads (Thermo Fisher Scientiﬁc). Brieﬂy, biotinylated oligonu-
cleotides complementary to a region of the PCR amplicon are added
to the sample and then the magnetic beads, which have a strepta-
vidin monolayer covalently attached to its surface, are incorporated
to this mixture. During a short incubation the biotinylated oligonu-
cleotides binds to the beads and the oligonucleotide-bead complex
is separated with a magnet so capturing only the DNA of inter-
est. Once captured several washing steps are carried out with a
buffer containing 10 mM Tris-HCl (pH 7.5), 1 mM EDTA and 2 M
NaCl. Finally, the methylated PCR amplicon of interest is separated
from the magnetic beads by heating at 95 ◦C.
2.7. Instrumentation
Chromatographic separations were performed on a HPLC Agi-
lent 1100 series system (Agilent Technologies, Waldron, Germany)
consisting of a four channel on-line degasser, a standard binary
pump, a micro well plate auto-sampler and a photodiode array
detector. Data acquisition and system suitability calculations were
performed by Agilent Chemstation software. The separation col-
umn  was an anion-exchanger Mono-QTM HR 5/50 GL (50 × 5.0 mm,
10 m particle size, GE Healthcare, Bio-Sciences AB, Uppsala,
Sweden). Experimental working conditions for the optimised
methodology are summarized in Table 1. The PCR reactions were
performed in a MWG  Biotech Inc. Primus 25 Thermal Cycler (Cole-
Parmer, Madrid, Spain).
3. Results and discussion
3.1. In-vitro activity measurements of bacterial
methyltransferase (M.  SssI)
The aim of this work was to address if the monitoring of
5mC (by HPLC-UV) as main methylation product of DNA, could
be used as an indirect measurement of the DNMTs activity
from cell cultures. Therefore, initial in-vitro experiments were
conducted using M.  SssI, the prokaryotic analogue to human
methyltransferases, as model enzyme able to completely methylate
Table 1
Working conditions.
Anion exchange HPLC
Column Mono-QTM HR 5/50 GL (50 × 5.0 mm, 10 m)
Mobile phases A: 1 mM ammonium hydroxide
B: A + 1 M ammonium acetate (pH 6.9)
Gradient elution Time (min) %B
0  8
10 10
14 12
16 18
20 30
30 50
Injection volume 20 L
Flow rate 1 mL min−1
Detection UV absorption (270 nm)
all cytosine (C) residues in double-stranded, non-methylated and
hemi-methylated DNA, having the dinucleotide CpG sequence [19].
The suitability of the methodology proposed here was  evaluated
for both substrates by measuring the percentage of 5mC  content in
the ﬁnal reaction product (methylated DNA) calculated according
to Eq. (1), where the concentration of both species (5mC and C) can
be obtained by using independent calibration curves:
%5mC = [5mC]
[5mC] + [C] × 100 (1)
The HPLC-UV method used for this purpose has been previ-
ously optimized (18). As example of the good performance, Fig. 1
shows the separation of mixtures containing different percentages
of 5mC  (1%–10%) and a ﬁxed concentration of cytosine (Fig. 1A) and
the obtained calibration curves for 5mC  (Fig. 1B). In addition, the
reproducibility of the methodology was evaluated inter-day using
calf thymus DNA (commercially available) that was  enzymatically
digested and separated in different days. The obtained results for
cytosine and 5-methyl cytosine in terms of concentrations were
calculated (according to Eq. (1)) and the methylation percentage
ranged 5.9–6.6%, (3.5%RSD, n = 10 samples). Therefore, the method
proved to be robust enough to be used in these experiments.
First, the in-vitro methylation of a fragment of POLQ gene of
known sequence (containing 623 bp and 10 CpG units) was  con-
ducted after PCR ampliﬁcation of this fragment from genomic DNA
(to remove completely the methylated residues). Then, the methy-
lation in commercial hemi-methylated DNA and genomic DNA
extracted from cell cultures of ovarian cancer were also conducted.
Since performance of the methylation reaction is inﬂuenced
by experimental conditions such as reaction time and concentra-
tion of SAM (the methyl donor group), experiments were aimed
to optimize these conditions using the PCR amplicon as substrate.
The results obtained revealed that with a reaction time of 2 min, a
methylation yield of about 4.4% was  already observed while after
15 min  approximately 11.6 ± 1.0% of 5mC  could be detected. By
taking into account the sequence of the PCR amplicon (shown
in Fig. 2A), the expected percentage of 5mC can reach a maxi-
mum  of 10% (if produced just on the CpG sequences). Therefore,
a reaction time of 15 min  gives quantitative methylation results
under the working conditions used in the experiment (1 U of M.SssI
and 0.05 mM SAM). Fig. 2B shows the chromatographic proﬁles
of the PCR amplicon digested to the corresponding nucleotides,
before (blue trace) and after (green trace) methylation with M.SssI
for 15 min. The presence of 5mC  eluting from the column at
about 11 min  (green trace) in the chromatogram can be clearly
observed (separated from cytosine and the remaining three DNA
nucleotides), while the PCR amplicon before enzymatic methyla-
tion showed no detectable signal at this retention time (blue trace).
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Fig. 1. A) Chromatographic proﬁle of 5mC and C at different ratios (from 1% 5mC to 10%) using anion exchange chromatography and UV absorption; B) Calibration curve
obtained for 5mC (concentration in g/mL versus peak area).
Furthermore, the concentration of the methyl donor group
(SAM) was also evaluated. The results revealed that the signal
response of this assay (percentage of 5mC) strongly depends on
the concentrationof SAM, since concentrations of SAMof 0.004mM
generatedmethylation levelsbelowthedetection limit of theHPLC-
UV methodology (0.03gmL−1 for 5mC), while concentrations of
0.008mM produced methylation levels of about 3.5% (which cor-
responds to about 25% of the CpG sites). Best results were obtained
with SAM concentration of 0.1mM, which was used for further
experiments.
Lastly, the concentration range over which M.SssI methyltrans-
ferase activity is detectedwith theproposedmethodologywas then
evaluated. Since the objective of the work is to be able to detect
changes in the enzymatic activity of endogenous methyl trans-
ferases from cells, successive dilutions of the M.SssI standard were
conducted and the percentage of methylation was determined as
described before. Fig. 3 shows the obtained methylation levels at
different enzyme concentrations (and therefore, activities). It is
possible to observe an increasing formation of 5mC with higher
enzyme concentrations while maintaining the concentration of
SAM (at 0.1mM) and the incubation time (at 15min). This data can
be adjusted to a linear calibration plot (y =10.10x+0.74; R2 =0.99)
of 5mC% versus enzyme concentration (U) andwould serve to eval-
uate the enzyme activity in cell extracts. The estimated detection
limit, in this case, would correspond to 0.01U (0.3U/mL) which is
directly comparable to colorimetric assays based on the use of gold
nanoparticles (AuNPs) [20] or most ﬂuorimetric assays [15]. Best
detection limits can be achieved using chemiluminescent [21] or
photoelectrochemicalmethods [22]. However,most of thesemeth-
ods either have not been tested in biological samples or are used
to detect inhibition of the enzyme activity by different chemicals
rather than obtaining the DNMTs activity in crude lysates.
Following, experiments with different methylated DNA sub-
strates were also conducted. First, the commercially available
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Fig. 2. A) Sequence of the PCR amplicon used as un-methylated substrate. Underlined the CpG regions. B) Chromatograms corresponding to the nucleotides of the PCR-
amplicon after hydrolysis before (blue trace) and after (green trace) in-vitro methylation with M.  SssI (for interpretation of the references to colour in this ﬁgure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)
Fig. 3. Linear relation between the measured 5mC  percentages by HPLC-UV
obtained in the PCR amplicon after in vitro methylation with different enzyme
concentrations (activity units).
un-methylated DNA (human HCT116 DKO) was used. However,
the analysis of this sample by HPLC-UV revealed the presence of
some level of methylation, as can be seen in Fig. 4A (according to
our calculations, the 5mC  content was about 2.2%). Therefore, this
substrate was used as hemi-methylated (low methylation) model
and the methylation experiments were conducted as before. In
this case, it is not possible to know the number of CpG sequences
and thus, the maximum expected methylation levels cannot be
estimated. However, under the previously optimized conditions,
a methylation percentage of about 3.2% was obtained with this
substrate (comparable to previously determined %5mC in genomic
DNA, [18]). In Fig. 4B is possible to observe that, as in the case of
the un-methylated substrate (PCR-amplicon), there is also a lin-
ear increase of the 5mC  formation with the enzyme concentration
(y = 5.22x + 1.87; R2 = 0.97) at low enzyme concentrations. Since
the substrate is already hemi-methylated, maximum methylation
percentages (about 3.2%) can be reached with lower enzyme con-
centrations.
Finally, genomic hemi-methylated DNA was also used as sub-
strate to address the enzymatic activity of M.SssI in vitro. Such
DNA was extracted from cell cultures of ovarian cancer which are
sensitive (A2780) and resistant (A2780CIS) to cisplatin. Then, two
aliquots of the extracted DNA from both cells were separated: one
of them for direct measurement of the methylation level and the
second one for further in-vitro methylation using M.  SssI. In the case
of the 5mC  level obtained directly from the extracted DNA, it was
possible to calculate a value in the resistant cell line of about 4.3%
while the sensitive one provide values of about 3.9%, as previously
observed when these lines were compared [18,23]. Upon enzymatic
treatment, both lines increase their content on 5mC  to achieve
ﬁnally a methylation level of approximately 8.1% (see Fig. 5). This
could correspond to the maximum methylation level achievable
in this type of cells that exhibit, according to the literature, over-
all hypomethylation and speciﬁc hypermethylated regions [24,25].
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Fig. 4. Methylation experiments in the “un-methylate DNA”: A) Chromatograms corresponding to the nucleotides of the un-methylated DNA (human HCT116 DKO) after
hydrolysis, before (green trace) and after (blue trace) in-vitro methylation with M. SssI. B) Calculated methylation percentages (5mC%) as function of the enzyme concentration
(activity units) used for in vitro methylation (for interpretation of the references to colour in this ﬁgure legend, the reader is referred to the web  version of this article.)
Therefore, the proposed strategy to determine methyltranferase
activity is also successful with this type of substrates.
3.2. Determination of DNA methyl transferase activity from cell
culture extracts
To study the activity of the DNA methyl transferases present
in cell cultures, the ﬁrst part was to obtain the nuclear extract
of the ovarian cancer cells. For this aim, a commercial extraction
kit was used. Such extract was then incubated with different DNA
substrates (similarly to the previous section) under the optimized
working conditions (SAM 0.1 mM,  reaction time 15 min) and the
formation of 5mC  evaluated by using the methodology previously
described.
Initial experiments were conducted with the PCR amplicon as
substrate. However, the ﬁrst problem encountered when working
with human methyltransferases extracted from cell cultures was
the exposure of the HPLC column to greater amounts of protein
material, which co-eluted with the nucleotides and interfered the
detection of the species of interest (5mC and cytosine). Therefore,
speciﬁc sample preparation strategies were necessary to purify the
DNA substrate after the incubation and before HPLC measurement
of the 5mC  content.
For this aim, a commercial kit using mini-columns for purify-
ing PCR fragments was  used after the methylation experiments.
Using this strategy, the signal corresponding to 5mC  peak in the
chromatogram of the PCR-amplicon eluted from the mini-columns
was undetectable and this fact was  ascribed to losses during the
clean-up of the sample. Such losses were evaluated by compar-
ing the cytosine peak area before and after the whole procedure,
which turned out to be about 5-times lower after incubation treat-
ment and clean-up (data not shown). Therefore, the intensity of the
peak corresponding to 5mC  could be below the limit of detection
of the method. The second strategy to purify the methylation reac-
tion product was  the use of streptavidin coated magnetic beads and
biotinylated oligonucleotides complementary to the PCR amplicon
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Fig. 5. Methylation of genomic DNA extracted from the cell lines A2780 and A2780CIS (sensitive and resistant to cisplatin respectively). A) Methylation occurring in-vivo
(A2780,  green trace and A2780CIS, blue trace). B) Methylation in both lines after in-vitro methylation with M.  SssI (for interpretation of the references to colour in this ﬁgure
legend, the reader is referred to the web version of this article.)
sequence. Brieﬂy, after the methylation reaction takes place on the
substrate (PCR amplicon) using the nuclear cell extract, the reac-
tion mixture is heated, to denature the double stranded substrate,
and further mixed with the complementary biotinylated oligos to
hybridize. Using the magnetic properties of the beads is possible
to collect the hybridation product and to eliminate the reaction
media (protein rich). Then the sequence of interest can be sepa-
rated from the oligo (by heating) and further digested and analysed
by HPLC-UV.
The results obtained using this strategy can be seen in Fig. 6,
where the PCR amplicon has been incubated with the nuclear cell
extract (Fig. 6A) and with the nuclear cell extract spiked with the
M. SssI enzyme (1 U) (Fig. 6B). First of all, the sample losses dur-
ing preparation in this case represent a decrease of cytosine peak
area of about 2-times which is substantially better than when using
mini-columns. In addition, some traces of 5mC  can be detected in
the chromatogram obtained for the PCR amplicon incubated with
the nuclear cell extract (Fig. 6A) that increases, signiﬁcantly, in the
sample spiked with the M.  SssI enzyme (Fig. 6B). The little con-
centration of 5mC  detected can be ascribed to a low concentration
of the human DNMT in the extract, its partial loss of activity or to
the fact that the PCR amplicon (un-methylated) is not an adequate
substrate for the most abundant mammalian methyltransferase,
DNMT1 (10), but for M.  SssI. The percentage of 5mC  obtained in the
un-spiked and spiked samples was  of <1.2% and 5.6% respectively.
By referring the percentage of the spiked sample to the calibration
of Fig. 3, an absolute enzymatic activity can be estimated which
corresponds to approximately 0.4 U. Taking into account that the
added enzyme corresponded to approximately 1 U, it is clear that
T. Iglesias González et al. / J. Chromatogr. B 1028 (2016) 16–24 23
Fig. 6. Methylation of the PCR amplicon with the endogenous DNMTs from the nuclear extract of A2780CIS cell line and after adequate puriﬁcation (see text for details). A)
Without  further addition of enzymes, B) after addition of M.  SssI (1U).
there are some matrix effects generated by the nuclear cell extract
that yielded in a reduction of the enzymatic activity.
In a separated study, hemi-methylated DNA was used as sub-
strate for evaluating the DNA methyl transferase activity in cell
extracts. In this case, however, the sample clean up protocol based
on the use of the mini-columns (estimated yields of 22% as previ-
ously described) did not allow detecting the peak corresponding
to 5mC  in the un-spiked sample. In the case of the spiked sample,
the methylation percentage was of 5.2% similar to this obtained in
the case of non-methylated DNA substrate conﬁrming the matrix
effects of the cell extract on the enzymatic activity of the M.SssI and
probably on other DNMTs present in the biological media.
4. Conclusions
The in-vitro formation of 5mC  monitored by HPLC-UV using
anion exchange chromatography can be used to address the enzy-
matic activity of DNA methyl transferases like M.  SssI. Our studies
have demonstrated that the proposed method is able to detect
changes on DNA methylome based on the enzyme activity and
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such changes can be linearly correlated with each other using a
simple strategy that does not involve the use of complex probes,
synthetic nanoparticles or the action of different enzymes. Since
M. SssI can use as substrate un-methylated or hemi-methylated
DNA, this work has proved that, the correlation between 5mC  con-
centration and the enzymatic activity can be maintained using both
type of substrates. The evaluation of the endogenous DNMT activity
provided by the ovarian cancer cell extracts has revealed that the
presence of severe matrix effects reduced the possibility to detect
directly the DNA methylation levels if adequate sample clean-up
steps are not conducted. By using such clean-up procedures is pos-
sible to address the presence of low amounts of 5mC  in DNA using
the PCR amplicon as substrate and signal suppressions of about 50%
with respect to the direct use of the enzyme on the same substrate.
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Abstract 
 
Inappropriate epigenetic marks are increasingly seen to underlie developmental and environmental 
response abnormalities. Many genes are known that directly impact DNA/RNA/histones for 
epigenetic alterations. However, limited information exists on upstream genes. For example, since 
S-adenosyl homocysteine (SAH) is a potent inhibitor of DNA methyltransferases1, SAH hydrolase 
(SAHH) overexpression can reduce the SAH content and increase DNA methylation and gene 
silencing2,3. We have characterized a rice amidohydrolase as the first plant guanine deaminase 
(OsGDA1). GDA activity is known in plants including tea and coffee where its product xanthine 
is the precursor for theine and caffeine. However, no GDA plant gene is known. The OsGDA1 
knock-out line contains decreased SAH and increased DNA methylation. Purine metabolism 
pathways implicate xanthosine/xanthine homeostasis and the SAH-to-xanthosine pathway. In rice 
most genes for the pathway remain uncharacterized but the substrate and product metabolite 
analyses underpin differential SAH content for the differential genomic methylation. Existing 
knowledge on GDA in other systems, including its importance in some human diseases, has never 
invoked the epigenetics connection. The OsGDA1 protein phylogeny combined with mutational 
protein destabilization analysis supports multiple null allele selection events. Thus, dissecting the 
purine metabolism pathways, genes and evolutionary trends, which may modulate the epigenome 
in plants, will enable process understanding and utilization in crop improvement.  
 
 
A rice amidohydrolase OsAH12.1 (LOC_Os12g28270) is part of a gene-cluster qDTY12.1, identified 
through a cross between the rice genotypes Vandana and Way Rarem, where the gene-cluster is 
responsible for rice yield under drought4. The nucleotide sequence of the amidohydrolase was 
similar to the bacterial S-adenosyl homocysteine deaminase (SAHD). Deamination of S-adenosyl 
homocysteine (SAH) converts it into S-inosine homocysteine (SIH; Fig. 1). SAH is a potent 
inhibitor of DNA methyltransferases1 (DMTs) but SIH is seven times less effective as an inhibitor 
of DMTs5. The OsAH12.1 knockout (KO) plant should accumulate SAH, inhibit DMTs and induce 
genomic hypomethylation. DNA from such a KO line (TRIM M003963)6 was compared to that of 
the wild type (WT) plant for genome methylation. Unexpectedly, preliminary analysis revealed 
hypermethylation instead in the KO plant (Supplementary Fig. 1). Therefore, to confirm SAHD 
activity, the OsAH12.1 gene was cloned from both Vandana and Way Rarem, and the GST-tagged 
recombinant proteins purified (Supplementary Fig. 2). HPLC-based assays for SAHD activity by 
the purified proteins were negative. Homology search with the protein sequence then suggested 
limited but critical homology with the bacterial and mammalian guanine deaminase (GDA). 
HPLC-based assays for GDA activity by the purified recombinant proteins were successful with 
guanine as the substrate and xanthine as the expected product (Fig. 2).  
 
Among the additional substrates for purine amidohydrolases tested, results were negative, 
including for adenine, adenosine and guanosine however, 2’-deoxyadenosine was utilized as a 
substrate by both the recombinant proteins (Supplementary Table 1). Cases of deaminases 
differentiating between closely related nucleosides such as adenosine and 2’-deoxyadenosine are 
known7. The deamination of 2-deoxyadenosine may consign the resultant 2-deoxyinosine to 
xanthosine synthesis8 adding to the xanthosine pool. Thus the KO event holding the deamination 
of 2’-deoxyadenosine could still pull the SAH-to-xanthosine pathway in the forward direction to 
compensate for the lack of xanthosine/xanthine, and could result in a consequent reduction in the 
SAH content. Also, 2’-deoxyadenosine is an inhibitor of SAHH9 and its deamination might also 
contribute to promoting the SAH-to-xanthosine pathway. However, the utilization of 2’-
deoxyadenosine is for deamination remains to be shown since we did not assay for the presence 
of the deaminated product 2’-deoxyinosine. Despite the possibility of an additional substrate, a 
higher rate of activity for guanine deamination (Supplementary Fig. 3) favored the role of the 
protein as a GDA. Genes for GDA are known from microbial, invertebrate and animal systems10. 
In plants GDA activity, leading to xanthine, is known in tea leaf extracts11, but no plant gene for 
GDA is identified. The “plant-specific” guanosine deaminase (GSDA) of Arabidopsis is proposed 
to be the only source of xanthine through xanthosine12. The putative rice ortholog of the 
Arabidopsis GSDA, LOC_Os03g6181012 is variously annotated as a nucleoside/nucleobase 
deaminase with at least one computational prediction of it being a GDA. However, no experimental 
proof exists for its activity as a deaminase for any nucleoside/nucleobase. Alignment of the 
predicted protein sequence of LOC_Os03g61810 with OsGDA1 revealed 22.16% identity along 
with the lack of all the residues for the active site and ligand and substrate binding sites for GDA 
(Supplementary Fig. 4A). In fact, as predicted by Dahncke et al (2013)12, LOC_Os03g61810 may 
indeed be the rice guanosine deaminase because the active site residues of the AtGSDA 
(At5g28050) and its human ortholog were conserved in the gene at LOC_Os03g61810, 
(Supplementary Fig. 4B). In summary, we demonstrated that in plants LOC_Os12g28270 was 
the first GDA gene (OsGDA1). Its product deaminated guanine to xanthine as known in other 
systems, and to a comparatively lesser extent utilized 2’-deoxyadenosine as a substrate, most 
probably to deaminate it into 2’-deoxyinosine. No gene or gene product for 2’-deoxyadenosine 
deaminase is characterized in plants to the best of our knowledge.  
 
The preliminary result for the difference in genomic methylation between the WT and the KO 
plant (Supplementary Fig. 1) was explored further. Three additional independent lines of 
evidences reiterated that the genome level cytosine methylation was more in the KO than in the 
WT plants. The number of cytosine methylation sites detected through the methylation sensitive 
isoschizomers MspI/HpaII was more in the KO plant (Supplementary Fig. 5A). Similarly, global 
DNA methylation detected through anti-5-mC antibody was more in the KO plant 
(Supplementary Fig. 5B). For a final confirmation HPLC-mediated quantitative detection of 
%methylation of the genomic DNA was used, which was also more in the KO plant (Fig. 3A). Our 
hypothesis for a connection between GDA and DNA methylation involved SAH because guanine 
and guanosine deamination is connected to the SAH-to-xanthosine pathway (Fig. 1). Arrest of 
GDA activity can decrease xanthine content, which may be compensated for by increased 
conversion of xanthosine to xanthine, thus pulling the pathway to increased utilization, and a 
concomitant decrease, of SAH. Such a decrease in SAH will relieve inhibition of DMTs (Fig. 1) 
and could be one explanation for the observed results of increased cytosine methylation in the KO 
plants. To confirm this hypothesis, SAH content was measured in the KO and WT plants. Results 
revealed reduced SAH content in the KO plants (Fig. 3B) supporting the contention of increased 
utilization of SAH. The content of S-adenosyl methionine (SAM), the precursor of SAH, was also 
less in the KO plant than in the WT plant (Fig. 3C), Finally, the content of adenosine, a product 
of SAH hydrolysis, was also less in the KO than in the WT plant (Fig. 3D), which similarly 
suggested its increased utilization along the xanthosine synthesis pathway. In parallel, xanthosine 
could also be replenished through the deamination of guanosine (Fig. 1). An additional advantage 
of this would be the utilization, after conversion to guanosine, of the guanine that accumulates due 
to OsGDA1 KO. The putative GSDA transcript at LOC_Os03g61810 was comparatively 
upregulated in the KO plant (Supplementary Fig. 6).  This result primarily implicated the 
LOC_Os03g61810 gene as a part of the response to OsGDA1 KO, and it’s in silico similarity to 
Arabidopsis GSDA (Supplementary Fig. 4B) suggested that if functional as a GSDA, it might 
lead to the conversion of guanosine to xanthosine. The contribution of the SAH-to-xanthosine and 
the guanosine-to-xanthosine routes may not be similar in different biological replicates, which 
might explain the high variation in transcript abundance in the replicates (Supplementary Fig. 6). 
Taken together these results suggested that increased genomic methylation in the KO plants was 
related to a decrease in SAH content, which in turn was due to the upregulation of the SAH-to-
xanthosine pathway. Earlier, decrease in SAH through overexpression of SAH hydrolase (SAHH) 
is known to increase DNA methylation in plants2,3. However, unlike SAHH which acts directly on 
SAH, OsGDA1 is a downstream enzyme. Thus the results suggested a tightly regulated, largely 
linear pathway, leading to xanthine. This pathway is suggested as the most active route to xanthine 
synthesis in tea and coffee13, where xanthine is a precursor of theine and caffeine synthesis 
respectively. In mammalian neuronal cells the fate of guanine is largely deamination into 
xanthine14. In plants, maintaining the cellular pool of xanthine and its metabolism is however 
important to regulate the level of ureides and allantoate  (Fig. 1) for optimal plant growth through 
nutrient storage and remobilization15,16. Hence compensation for decrease of xanthine in the KO 
plants can be expected. In summary, we demonstrated that the activity of OsGDA1 links upstream 
to the cellular SAH pool and epigenome modulation.  
 
Among the two parental rice genotypes originally used to map the gene-cluster harboring the 
OsAH12.1/OsGDA1
4, the recipient genotype Vandana and the donor genotype Way Rarem differed 
in the OsGDA1 protein sequence at multiple sites (Supplementary Fig. 7). This included changes 
in amino acids that predicted critical alterations in protein post-translational modifications such as 
phosphorylation and amidylation (Supplementary Fig. 8). Importantly, there was the L279M 
mutation in the substrate binding site. The L to M mutation is known to decrease protein stability17 
Despite all the remaining ligand binding, substrate binding and active site residues being identical 
in the two proteins the activity of the Vandana protein was highly reduced towards both, guanine 
and 2’-deoxyadenosine substrates (Supplementary Fig. 3). A near-isogenic line (NIL) 481-B for 
the gene-cluster in Vandana4, contains the Way Rarem OsGDA1 allele, in an otherwise Vandana 
genomic background. This implies that Vandana could be considered as equivalent to an OsGDA1 
functional KO plant and 481-B could be considered as an engineered complementation. Hence the 
trends for the contents of SAH and 5-methylcytosine in Vandana and 481-B should mirror those 
described above for the KO and WT plants respectively. Fig. 3 shows that such was the case. This 
result reiterated the links between OsGDA1, and SAH and 5-methylcytosine content. 481-B being 
equivalent to a functional complementation of OsGDA1 with decreased genomic methylation 
should manifest less gene silencing. Comparison of the Vandana and 481-B leaf transcriptome 
revealed that a higher number of genes were upregulated in 481-B (Supplementary Table. 2). In 
the top 10 GO terms for the set of genes upregulated, 481-B in comparison to Vandana, had a 
higher percentage percentage of genes upregulated for all GO terms except the ‘nucleobase, 
nucleoside, nucleotide and nucleic acid metabolism’, and this was the category in which the 
percentage of genes upregulated in Vandana was maximum (Fig. 4). This result reiterated that the 
481-B genome, with a functional OsGDA1, did not need to elicit increased input from the 
convergent pathways of nucleobase/nucleoside/nucleotide synthesis and thus maintained their 
downregulation compared to Vandana. Although functionally inactive, the OsGDA1 transcript was 
expressed nearly 8-fold more in Vandana compared to 481-B (Supplementary Fig. 9), most 
probably to compensate for the low activity of its protein. In parallel, since SAM and SAH content 
was more in 481-B, some related genes, e.g. selected SAM-dependent carboxyl methyltransferases 
(LOC_Os06g20790; LOC_Os11g15300) were upregulated in 481-B. Among the 
nucleobase/nucleoside/nucleotide metabolism genes, four nucleobase-ascorbate transporters 
(NAT; LOC_Os01g55500; LOC_Os09g15170; LOC_Os08g28170; LOC_Os07g30810) were 
particularly upregulated in 481-B. Among the various NATs in the rice genome, these four were 
similar to the xanthine/uric acid/allantoin transporters characterized from Arabidopsis18. Their 
upregulation in comparison to Vandana was indicative of better production of xanthine through 
the functional OsGDA1 in 481-B. Xanthine is further metabolized to uric acid and allantoin (Fig. 
1). Since the NIL 481-B is generated by introgression of a gene-cluster containing the OsGDA1 
rather than just the single functional OsGDA1; a good measure of correspondence for a functional 
OsGDA1 in 481-B and WT would a higher level of expression of these four NATs in the WT 
compared to the KO plant. This would pin the effect to OsGDA1 per se. QRT-PCR analysis for 
the four NATs revealed higher expression in the WT compared to the KO (Supplementary Fig. 
10). This result supported the correspondence between the Vandana vs 481-B and the KO vs WT 
for the effect of OsGDA1 on the SAH-to-xanthine pathway, which in turn modulates the 
epigenome. Such a connection may be important to be explored in cases of GDA-mediated human 
diseases19,20.         
 
A number of non-synonymous mutations in OsGDA1 between Vandana and Way Rarem 
(Supplementary Fig. 7) prompted a deeper consideration of variants of this gene in a broader pool 
of genotypes. Analysis of the 3K genome sequence data21,22 revealed a high degree of variation in 
this gene. At 11 sites nearly 70% genotypes on average contained the SNP compared to the 
reference genome Nipponbare (Supplementary Table 3). Various classes of SNPs, such as 
synonymous, missense, stop, splice variant etc. were spread along the gene in its 3’ and 5’ UTRs, 
introns and exons (Supplementary Fig. 11). To ascertain the importance of such variation and 
refine the results, accessions representing wild rice and the Oryza sativa sub-populations, whose 
genome coverage was more than 15x, were considered for nucleotide diversity analysis of 
OsGDA1. All positions containing gaps and missing data were excluded. There were a total of 131 
positions in the final dataset. Results revealed that there was no decrease in nucleotide diversity in 
cultivated rice compared to the wild rice (Supplementary Table 4). This suggested OsGDA1 may 
not have been a target of artificial selection during rice domestication. Our results on differential 
protein activity of OsGDA1 in Vandana and Way Rarem (Supplementary Fig. 3) prompted the 
protein phylogeny analysis for potential functional differences. Three clades were revealed and 
each included wild and cultivated rice accessions (Fig. 5). This suggested the possibility of 
adaptive divergence among these clades that predates the domestication process.  Effects of amino 
acid mutation on protein activity can be predicted by the associated protein destabilization score 
through changes in Gibbs free energy (DDG)23. When six random protein sequences from each 
clade were analyzed for protein destabilizing mutations (DM), clade 1 contained two proteins with 
one DM each, clade 2 contained four proteins with one DM each whereas in clade 3 all six proteins 
contained DM, two each in five and one in the sixth protein (Supplementary Table 5). Sequences 
in clade 1 were similar to the reference and the mutations lacked a pattern. Clade 2 was defined by 
DM such as the M300L, A304A and R454S. Quantitatively and qualitatively, most DM i.e. 
E450G, T109M, I452R and, R454S occurred in clade 3. Thus the three clades based on amino acid 
differences presented functional classes. These results suggested that during the evolutionary 
process the accessions within each clade might have undergone different selection pressure and 
that variations in the functionally critical residues were artificially selected. This suggested 
multiple selection events of the null alleles during evolution and indicated negative regulation of 
some useful traits, most likely through increased DNA methylation and gene silencing. This raises 
the possibility of targeted gene silencing mediated by the lack of OsGDA1 protein/activity. One 
useful trait negatively regulated by OsGDA1 might be the root morpho-anatomy under stress as 
alluded earlier4. In summary, the phylogenetic analysis suggested that a functional allele of 
OsGDA1, most likely functional in xanthine homeostasis for nutrient storage and remobilization, 
was dispensable, and a null allele in a genomic background where xanthine homeostasis was 
compensated and the epigenome modulated as proposed here, was likely to be more useful and 
was thus selected on multiple occasions during evolution.  
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Fig. 1. SAH-to-xanthosine pathway. The SAH-to-xanthosine route in the integrated 
normal pathway of SAH and purine metabolism represented by the brown arrow lines. 
Green ellipses represent the pathway enzymes. 1 = AdoMet-dependent methyltransferase; 2 
=  SAH hydrolase; 3 = AMP deaminase; 4 = IMP dehydrogenase; 5 = 5’ nucleotidase;  6 = 
GMP synthase; 7 = guanosine deaminase. 8 = guanosine phosphorylase; 9 = guanine 
deaminase; 10 = xanthosine phosphorylase; 11 = hypoxanthin guanine 
phosphoribosyltransferase; 12 = SAH deaminase. M = multiple steps. Increase in SAH, 
represented by the red arrows, causes potent inhibition of DMTs, as represented by the 
small red rectangle. Dotted green lines represent reactions 2 to 5 pushed in the direction of 
the green arrow when OsGDA1 is dysfunctional, as represented by the red cross. This 
reduces the SAH content, (blue line and arrows), leading to release of DMT inhibition, and 
thus to increased DNA methylation and gene silencing, also represented by the dotted green 
lines.   
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Fig. 2. In vitro assay of recombinant OsGDA1 with guanine. (A) HPLC elution peak for the 
standards (1) guanine and (2) xanthine. (B) & (C) Activity of the recombinant OsGDA1 of 
Vandana and Way Rarem respectively. More of the guanine substrate (s) is utilized and more 
of the xanthine product (p) is produced by the recombinant protein from Way Rarem.  
Fig. 3. Methylation and metabolites analysis. Barplot representing (A) percentage of cytosine 
methylation, (B) S-Adenosyl Homocysteine content, (C) S-Adenosyl Methionine content and (D) 
Adenosine content in KO, WT, Vandana and 481-B. Significance levels between KO and WT 
represented indicate p<0.01 with “**”, p<0.05 with “*” and p<0.1 with “.”. There was a 
significant difference in the scores for KO and WT in the percentage of methylation with t(5)= 
4.65, p=0.002 ; of SAM with t(5)=-3.16 , p= 0.024; and also SAH, t(5)=-1.85 , p=0.10. Significant 
differences were also found in the scores for Vandana and 481-B in the percentage of methylation 
with t(3)=7.82, p=0.008, SAH with  t(3)=-2.56, p=0.081 and Adenosine, t(3)=-2.97 , p=0.04. 
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GO slim term % Genes 
upregulated in 
Vandana* 
% Genes 
upregulated in 
481-B* 
 
GO:0006950 Response to stress 20.72727 19.5459 
GO:0006139 
Nucleobase, nucleoside, nucleotide and 
nucleic acid metabolic process 
20.72727 14.11649 
GO:0006464 Protein modification process 12.72727 14.01777 
GO:0006810 Transport 10.90909 14.51135 
GO:0009628 Response to abiotic stimulus 10.54545 12.33959 
GO:0009607 Response to biotic stimulus 7.272727 6.120434 
GO:0007165 Signal transduction 6.181818 8.292201 
GO:0009056 Catabolic process 6.181818 6.416584 
GO:0009908 Flower development 3.272727 2.66535 
GO:0009790 Embryo development 1.454545 2.270484 
Table 1. Top 10 GO terms for genes upregulated in 481-B. The GO terms that were upregulated 
supported the role of the gene cluster in stress tolerance as elaborated earlierx.  
Fig. 4. Piecharts for percentage of upregulated genes. Top 10 GO terms by percentage for genes 
upregulated in (A) Vandana (B) 481-B. In absolute numbers more genes were upregulated in 481-B 
in each category but the percentage of nucleobase, nucleoside, nucleotide metabolism genes 
upregulated in Vandana was more than in 481-B and was the maximum within Vandana.  
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Fig. 5. Neighbor-Joiningx tree of wild and cultivated rice based on the protein sequence. The 
percentage of replicate trees in which the associated accessions clustered together in the bootstrap 
test (1000 replicates) are shown next to the branchesx. The tree is drawn to scale, with branch lengths 
in the same units as those of the evolutionary distances used to infer the phylogenetic tree. 
Evolutionary distances were computed using the Poisson correction methodx and are in units of the 
number of amino acid substitutions per site. The analysis involved 472 amino acid sequences. All 
positions containing gaps and missing data were excluded. There were a total of 131 positions in the 
final dataset. Evolutionary analyses were conducted in MEGA7x. The three clades are shown with 
numbers 1, 2 and 3. 
Supplementary Fig. 1. Genomic methylation analysis. (A) Leaf genomic DNA samples were 
digested with methylation sensitive isoschizomers MspI (green bar) and HpaII (red bar). The 
recognition site CCGG is not cleaved by HpaII if the internal C is Methylated. However, MspI 
can cleave the DNA irrespective of the methylation status of the recognition site. Three 
independent biological replicates each of the WT DNA (samples 1, 2 and 3) and the KO DNA 
(samples 4, 5 and 6) were assayed. Apparently, the HpaII digestion in samples 1, 2 and 3 was 
better than in samples 4, 5 and 6. (B) The densitometry analysis within the blue rectangle also 
supported this observation, whereby the average intensity of the HpaII digest lanes was more in 
the KO than in the WT plant indicating less digestion and hence hypermethylation of the genomic 
DNA in the KO plant.  
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Supplementary Fig. 2. Purified recombinant OsGDA1. Lane 1 represents protein 
molecular weight marker, lanes 2 & 3 indicate GST-fused OsGDA1 of WayRarem 
and Vandana respectively. Lane 4 shows the GST protein. Arrow indicates the 
recombinant proteins.  
Supplementary Fig. 3. Comparison of enzyme activity between the Vandana and Way Rarem 
recombinant protein for deaminating guanine and 2’-deoxyadenosine. The rate of reaction is 
defined as the amount of substrate depleted per hour per ml reaction. The Vandana protein (blue 
bars) showed 76.48 and 46.30 pmoles/ml/min for guanine and 2’-deoxyadenosine respectively 
and the Way Rarem protein (red bars) showed 302.04 and 268.77 pmoles/ml/min against 
guanine and 2’-deoxyadenosine respectively. The activities are represented at 100% for the 
Way Rarem protein and other activities as the proportion of 100%. 
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Supplementary Fig. 4. Protein sequence alignments. (A) The rice GDA (LOC_OS12g28270) and the 
putative GSDA (LOC_Os03g61810) are aligned to show 22.16% similarity and lack of conserved 
residues (Green: ligand binding; Red: active site; Yellow: substrate binding) for GDA activity between 
the two sequences. (B) LOC_Os03g61810 had conserved residues with human (ADAT2_HUMAN) and 
Arabidopsis (At5g28050) adenosine/guanosine deaminase, suggesting that it was most likely the 
predicted rice GSDA. 
Supplementary Fig. 5. Genomic DNA cytosine methylation. Differential genomic methylation 
detected by (A) MspI/HpaII isoschizomers and (B) anti-5mC antibody in the WT and KO plants.  
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Supplementary Fig. 6. QRT-PCR-mediated expression of LOC_Os03g61810. 
Transcript expression of the putative GSDA was upregulated in the KO plant. 
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Supplementary Fig. 7. Alignment of the protein sequence of the amidohydrolase (AMI). The 
Vandana (VAN) and Way Rarem (WR) sequences differed at multiple sites including at a residue 
important for the substrate binding L249M. Green = ligand binding site; yellow substrate binding 
site; red = active site; purple = amino acid change sites between VAN and WR.   
Supplementary Fig. 8. Protein post-translation modification site alterations. The amino acid 
differences between VAN and WR led to changes in phosphorylation and amidylation sites. 
Supplementary Fig. 9. QRT-PCR for OsGDA1 transcript. There was a major difference 
between Vandana and 481-B in transcript expression but protein activity was higher for WR/481-B 
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Supplementary Fig. 10. QRT-PCR analysis for four nucleobase transporters. Red = 
481-B and green = Vandana. All four NATs were expressed at a higher level in 481-B  
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Supplementary Fig. 11. SNPs i  OsGDA1. Percentage of 3000 genotypes shpwing different 
categories of SNPs in the gene.  
S. No. Substrate   Activity 
1 Adenine ‒ 
2 Adenosine   ‒ 
3 2'-Deoxyadenosine + 
4 5'-Deoxyadenosine   ‒ 
5 5'-Deoxy-5'-
(methylthio)adenosine 
‒ 
6 Guanine   + 
7 Guanosine   ‒ 
8 S-adenosyl homocysteine   ‒ 
9 Atrazine ‒ 
Supplementary Table 1. Of the nine different 
substrates tested for deamination by the putative 
OsGDA1 only guanine and 2’-Deoxyadenosine 
were deaminated and the former was deaminated at 
a much faster rate suggesting the protein to be 
largely a GDA  
  Up-regulated in leaves 
  Vandana 481B 
Number of genes 1299 1814 
   - Biological Process 899 3138 
   - Molecular Function 501 1685 
   - Cellular Component 446 1496 
Supplementary Table 2. Number of genes of different categories  
upregulated in 481-B 
Number of  
varieties 
SNP  
location SNP Homozygous Heterozygous 
16712735 A/V 0 1 
16712732 A/V 34 2 
16712731 A/G 0 2 
16712729 A/V 54 280 
16712729 A/- 4 0 
16712726 A/V 64 8 
16712726 A/- 253 0 
16712725 A/- 253 3 
16712691 V/I 10 2 
16712689 R/C 210 15 
16712685 V/I 1 0 
16712681 S/T 2301 31 
16712680 S/R 2303 32 
16712658 F/L 0 1 
16712654 Q/R 2291 97 
16712653 Q/H 1892 50 
16712644 A/T 1497 69 
16712643 V/I 50 3 
16712614 A/T 1 1 
16712606 P/Q 1 0 
16712598 D/Y 1 0 
16712577 G/R 368 30 
16712568 A/S 279 33 
16712556 L/F 308 31 
16712361 A/T 0 2 
16712299 T/M 972 73 
16712281 A/L 0 2 
16711014 A/V 0 3 
16711012 E/* 0 24 
16710996 Y/F 1 729 
Y/C 106 0 
16710991 S/T 0 234 
16710983 M/I 0 48 
16710979 R/C 0 1188 
16710972 V/G 0 1138 
Number of 
varieties 
SNP 
Location SNP Homozygous Heterozygous 
16710970 E/Q 0 225 
16710945 L/* 0 1250 
16710942 T/K 0 52 
16710934 I/V 0 10 
16710933 I/T 0 1 
16710925 C/R 0 2 
16710916 G/W 0 1 
16710088 S/V 0 3 
16710068 K/M 0 1 
16710048 G/R 3 0 
16709973 A/T 0 1 
16709972 A/V 0 3 
16709389 P/S 324 20 
16709366 M/I 360 27 
16709364 Q/R 2402 0 
Q/L 3 0 
16709357 K/N 46 6 
16708884 D/G 0 1 
16708846 M/L 277 37 
16708840 G/W 0 1 
16708828 I/V 272 38 
16708102 P/S 364 33 
16708065 T/S 0 3 
16708024 L/A 0 4 
16707979 H/Y 2418 42 
16707649 I/* 0 1 
16707352 F/L 5 0 
16707265 L/N 1 0 
16707262 Y/N 3 3 
16707259 M/V 2084 64 
16706845 V/A 1684 84 
16706839 K/T 1695 79 
16706832 S/R 2006 60 
16706823 L/D 276 33 
16706808 M/I 3 3 
Supplementary Table 3. SNPs in OsGDA1 and the number of varieties showing each SNP 
O. rufipogon 
(n=53) 
indica 
(n=44) 
japonica 
(n=24) 
aus 
(n=16) 
aromatic 
(n=5) 
θ π θ π θ π θ π θ π 
Total 0.0259 0.0340 0.0220 0.0329 0.0202 0.0314 0.0233 0.03262 0.02680 0.0321 
Silent 0.0301 0.0399 0.0257 0.0392 0.0238 0.0368 0.0275 0.03872 0.03152 0.0377 
Synonymous 0.0318 0.0468 0.0298 0.0366 0.0292 0.0458 0.0328 0.03986 0.04103 0.0501 
Non- 
synonymous 
0.0067 0.0072 0.0049 0.0042 0.0039 0.0067 0.0044 0.00492 0.00530 0.0066 
Supplementary Table 4. Nucleotide diversity of LOC_Os12g28270 in wild and 
cultivated rice accessions. 
 
Supplementary Table 5A. Protein destabilization due to amino acid change in clade 1 
EASE-MM             
DIM-
Pred   
Clade 
#Variety Mutation ddG Class SS rASA 
  
Mutatio
n Class 
1 8502-Trop_jap-US / / / / /   / / 
1 SRX621477-nivar D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
1 SRX621477-nivar M244I -0.189 N H 0.22   M244I O → D 
1 SRX621481-nivar A304S -1.0922 D C 0.07   A304S O → O 
1 SRX621481-nivar A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
1 SRX621481-nivar D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
1 SRX621481-nivar I306V -0.742 LD H 0.06   I306V O → O 
1 SRX621481-nivar M300L 0.3279 N C 0.26   M300L O → O 
1 SRX621481-nivar R454S -0.6218 LD H 0.63   R454S O → D 
1 11741-Aus-Sri_Lanka A6V 0.1886 N C 0.67   A6V O → D 
1 11741-Aus-Sri_Lanka A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
1 11741-Aus-Sri_Lanka D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
1 11741-Aus-Sri_Lanka G56R -0.4929 N C 0.77   G56R O → O 
1 11741-Aus-Sri_Lanka M244I -0.189 N H 0.22   M244I O → D 
1 11741-Aus-Sri_Lanka P237S 0.1169 N H 0.45   P237S O → D 
1 11741-Aus-Sri_Lanka Y139C -1.6763 D C 0.24   Y139C O → D 
1 9917-Indica-Sri_Lanka A6V 0.1886 N C 0.67   A6V O → D 
1 9917-Indica-Sri_Lanka A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
1 9917-Indica-Sri_Lanka G56R -0.4929 N C 0.77   G56R O → O 
1 9917-Indica-Sri_Lanka I67L -0.7902 LD E 0.06   I67L O → O 
1 9917-Indica-Sri_Lanka M244I -0.189 N H 0.22   M244I O → D 
1 9917-Indica-Sri_Lanka M300L 0.3279 N C 0.26   M300L O → O 
1 9917-Indica-Sri_Lanka P237S 0.1169 N H 0.45   P237S O → D 
1 ERX046640-rufip A8V -0.0639 N C 0.58   A8V O → O 
1 ERX046640-rufip A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
1 ERX046640-rufip D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
1 ERX046640-rufip V7A -0.281 N C 0.58   V7A O → O 
                    
EASE-MM             DIM-Pred   
Clade #Variety Mutation ddG Class SS rASA   Mutation Class 
2 11630-Basmati-Nepal A304S -1.0922 D C 0.07   A304S O → O 
2 11630-Basmati-Nepal A59S -0.5351 LD E 0.26   A59S O → O 
2 11630-Basmati-Nepal A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
2 11630-Basmati-Nepal I306V -0.742 LD H 0.06   I306V O → O 
2 11630-Basmati-Nepal M300L 0.3279 N C 0.26   M300L O → O 
2 11630-Basmati-Nepal R454S -0.6218 LD H 0.63   R454S O → D 
2 8665-Temp_jap-US A304S -1.0922 D C 0.07   A304S O → O 
2 8665-Temp_jap-US A59S -0.5351 LD E 0.26   A59S O → O 
2 8665-Temp_jap-US A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
2 8665-Temp_jap-US D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
2 8665-Temp_jap-US I306V -0.742 LD H 0.06   I306V O → O 
2 8665-Temp_jap-US M300L 0.3279 N C 0.26   M300L O → O 
2 8665-Temp_jap-US R454S -0.6218 LD H 0.63   R454S O → D 
2 9637-Indica-Vietnam A304S -1.0922 D C 0.07   A304S O → O 
2 9637-Indica-Vietnam A59S -0.5351 LD E 0.26   A59S O → O 
2 9637-Indica-Vietnam D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
2 9637-Indica-Vietnam M300L 0.3279 N C 0.26   M300L O → O 
2 9637-Indica-Vietnam R454S -0.6218 LD H 0.63   R454S O → D 
2 SRX621480-nivar A304S -1.0922 D C 0.07   A304S O → O 
2 SRX621480-nivar A59S -0.5351 LD E 0.26   A59S O → O 
2 SRX621480-nivar A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
2 SRX621480-nivar D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
2 SRX621480-nivar I306V -0.742 LD H 0.06   I306V O → O 
2 SRX621480-nivar M300L 0.3279 N C 0.26   M300L O → O 
2 SRX621480-nivar R454S -0.6218 LD H 0.63   R454S O → D 
2 11482-Aus-Bangladesh A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
2 11482-Aus-Bangladesh D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
2 11482-Aus-Bangladesh I306V -0.742 LD H 0.06   I306V O → O 
2 11482-Aus-Bangladesh M300L 0.3279 N C 0.26   M300L O → O 
2 11482-Aus-Bangladesh R454S -0.6218 LD H 0.63   R454S O → D 
2 SRX367233-rufip I306V -0.742 LD H 0.06   I306V O → O 
2 SRX367233-rufip M300L 0.3279 N C 0.26   M300L O → O 
2 SRX367233-rufip R454S -0.6218 LD H 0.63   R454S O → D 
                    
Supplementary Table 5. Protein destabilization due to amino acid change in clade 2 
EASE-MM             DIM-Pred   
Clade #Variety Mutation ddG Class SS rASA   Mutation Class 
3 11453-Aus-India A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
3 11453-Aus-India D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
3 11453-Aus-India E450G -1.433 D H 0.39   E450G O → D 
3 11453-Aus-India I306V -0.742 LD H 0.06   I306V O → O 
3 11453-Aus-India I452R -0.7058 LD H 0.12   I452R O → D 
3 11453-Aus-India R454S -0.6218 LD H 0.63   R454S O → D 
3 11453-Aus-India T109M -1.2605 D C 0.33   T109M O → D 
3 8173-Temp_jap-US A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
3 8173-Temp_jap-US D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
3 8173-Temp_jap-US E450G -1.433 D H 0.39   E450G O → D 
3 8173-Temp_jap-US I452R -0.7058 LD H 0.12   I452R O → D 
3 8173-Temp_jap-US L69F -0.1995 N E 0.02   L69F O → D 
3 8173-Temp_jap-US R454S -0.6218 LD H 0.63   R454S O → D 
3 8173-Temp_jap-US T109M -1.2605 D C 0.33   T109M O → D 
3 9470-Trop_jap-Indonesia A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
3 9470-Trop_jap-Indonesia D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
3 9470-Trop_jap-Indonesia E450G -1.433 D H 0.39   E450G O → D 
3 9470-Trop_jap-Indonesia I452R -0.7058 LD H 0.12   I452R O → D 
3 9470-Trop_jap-Indonesia L69F -0.1995 N E 0.02   L69F O → D 
3 9470-Trop_jap-Indonesia R454S -0.6218 LD H 0.63   R454S O → D 
3 9470-Trop_jap-Indonesia T109M -1.2605 D C 0.33   T109M O → D 
3 9682-Basmati-Bangladesh A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
3 9682-Basmati-Bangladesh D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
3 9682-Basmati-Bangladesh E450G -1.433 D H 0.39   E450G O → D 
3 9682-Basmati-Bangladesh I452R -0.7058 LD H 0.12   I452R O → D 
3 9682-Basmati-Bangladesh L69F -0.1995 N E 0.02   L69F O → D 
3 9682-Basmati-Bangladesh R454S -0.6218 LD H 0.63   R454S O → D 
3 SRX367229-rufip A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
3 SRX367229-rufip D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
3 SRX367229-rufip E450G -1.433 D H 0.39   E450G O → D 
3 SRX367229-rufip I452R -0.7058 LD H 0.12   I452R O → D 
3 SRX367229-rufip R454S -0.6218 LD H 0.63   R454S O → D 
3 SRX367229-rufip T109M -1.2605 D C 0.33   T109M O → D 
3 11646-Indica-India A95T -0.4558 N H 0.48   A95T O → O 
3 11646-Indica-India D379N 0.144 N C 0.68   D379N O → O 
3 11646-Indica-India E450G -1.433 D H 0.39   E450G O → D 
3 11646-Indica-India I452R -0.7058 LD H 0.12   I452R O → D 
3 11646-Indica-India L69F -0.1995 N E 0.02   L69F O → D 
3 11646-Indica-India R454S -0.6218 LD H 0.63   R454S O → D 
3 11646-Indica-India T109M -1.2605 D C 0.33   T109M O → D 
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Abstract The use of V(IV) complexes as insulin-enhancing
agents has been increasing during the last decade. Among
them, 3-hydroxy-2-methyl-4-pyrone and 2-ethyl-3-hydroxy-
4-pyrone (maltol and ethyl maltol, respectively) have proven
to be especially suitable as ligands for vanadyl ions. In fact,
they have passed phase I and phase II clinical trials,
respectively. However, the mechanism through which those
drugs exert their insulin-mimetic properties is still not fully
understood. Thus, the aim of this study is to obtain an
integrated picture of the absorption, biodistribution and
insulin-mimetic properties of the bis(maltolato)oxovanadium
(IV) (BMOV) in streptozotocin-induced hyperglycaemic rats.
For this purpose, BMOV hypoglycaemic properties were
evaluated by monitoring both the circulating glucose and the
glycohemoglobin, biomarkers of diabetes mellitus. In both
cases, the results were drug concentration dependent. Using
doses of vanadium at 3 mg/day, it was possible to reduce the
glycaemia of the diabetic rats to almost control levels.
BMOV absorption experiments have been conducted by
intestinal perfusion revealing that approximately 35% of V is
absorbed by the intestinal cells. Additionally, the transport of
the absorbed vanadium (IV) by serum proteins was studied.
For this purpose, a speciation strategy using high-
performance liquid chromatography (HPLC) for separation
and inductively coupled serum mass spectrometry, ICP-MS,
for detection has been employed. The obtained HPLC-ICP-
MS results, confirmed by MALDI-MS data, showed
evidence that V, administered orally, is uniquely bound to
transferrin in rat serum.
Keywords Vanadium . Transferrin . Insulin mimetic .
HPLC .Mass spectrometry . ICP-MS .MALDI-TOF
Introduction
Diabetes mellitus is a chronic disease occurring when the
pancreas does not produce enough insulin (type I) or when
the body cannot effectively use the insulin it produces (type
II). Hyperglycaemia, or raised blood sugar, is a common
effect of uncontrolled diabetes and over time leads to
serious damage of several body systems [1]. Since the last
decade of the twentieth century, vanadium (V) ions and
complexes have demonstrated various insulin-mimetic and
anti-diabetic effects [2]. Among others, it is known that
vanadium compounds stimulate glucose transport and
metabolism as well as glycogen synthesis and lipogenesis
in animal models and this has generated considerable
enthusiasm for its potential therapeutic use in human
diabetes [3]. However, as inorganic V(IV) salts are
relatively toxic, a major advance in the use of vanadium
pharmaceuticals as insulin-mimetic drugs has been the
introduction of a variety of organovanadium V(IV) com-
plexes [4]. The main advantage of such species over direct
insulin treatments is that they are low-molecular-weight
compounds stable in the gastric juice media [5]. Therefore,
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they can be administrated orally and absorbed in the
gastrointestinal tract [6]. Additionally, some of them like
the bis(maltolato)oxovanadium (IV) (BMOV) has proved to
be two to three times more effective than vanadyl sulphate
as glucose-lowering agent and was better tolerated in
animal models [7, 8].
Although neither the mechanism nor the metabolic fate
of vanadium complexes versus the inorganic forms is well
understood [6, 9], the use of the coordinated forms as
pharmaceutical agents is preferable for a number of reasons
including lower toxicity and improved tissue uptake [10].
This permits the use of a lower dose to achieve the desired
therapeutic effect [11]. However, several questions remain
about the possible dissociation of the V chelates after
absorption and the reasons behind the encountered differ-
ences in the biodistribution when compared with the
inorganic forms of the metal [12].
Regarding the metal transport in the blood stream, two
human serum proteins (transferrin and albumin) have been
described to interact with V ions [13]. Transferrin has a
molecular weight of approximately 80 kDa and presents
two binding sites for several metals. The concentration of
transferrin in human serum is about 37 μM and its metal-
binding sites are only ∼30% occupied by Fe(III), leaving a
significant number of metal-binding sites (∼50 μM) avail-
able for reaction with other metals such as metal-based
drugs [14]. Albumin has also been considered a potential
binder for V(IV) ions although to a lesser extent than
transferrin [5]. Recent in vitro studies [15] have revealed
that the V association to transferrin (Tf) seems to occur in
the same fashion, independently on the V form that is
supplied to the serum samples. This finding points out that
the V(IV) species are first dissociated, at least partially,
before vanadyl binds to Tf and that the ternary complexes
(V-L-Tf, being L the V chelating molecule) formation does
not seem to occur in serum [16].
However, most of these experiments have been con-
ducted in different studies either in vitro (using incubation
with serum samples or model protein solutions) or ex vivo
(using cell cultures) by various analytical strategies. Since
some maltolate V(IV) complexes have undergone phase I
and II clinical trials, due to its favourable physiological
properties, we have selected BMOV to evaluate its insulin-
mimetic properties and to gain an integrated picture on the
absorption, biodistribution and accumulation in vivo.
Maybe, by comparing both absorption and transport of this
vanadium compound in experimentally diabetic rats
(induced by injection of streptozotocin (STZ)) and non-
diabetic rats, it is possible to elucidate any diabetes-specific
alterations in vanadium uptake and distribution under the
conditions of altered trace metal metabolism in diabetes
mellitus. For this purpose, we have divided the study in
three different parts: (1) the glucose-lowering effect of
BMOV in vivo in diabetic rats, by monitoring the
circulating glucose but also the glycated haemoglobin, a
long-term biomarker of diabetes mellitus, (2) the BMOV
absorption studies using intestinal perfusion experiments,
(3) the metal speciation studies on the V transport by blood
proteins (serum and red blood cells) and the tissue
distribution of the absorbed and transported V. For
conducting these experiments, the use of elemental mass
spectrometry (e.g. inductively coupled serum mass spec-
trometer (ICP-MS)) that permits specific V monitoring,
integrated with molecular MS strategies (e.g. matrix-
assisted laser desorption/ionization (MALDI)) should pro-
vide new insights in the mechanism of action of the drug
[17].
Materials and methods
Reagents
Vanadyl sulphate, maltol, human serum Tf and bovine
serum albumin were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Mobile phases for high-performance
liquid chromatography (HPLC) containing: (A) 50 mM tris-
aminomethane (Merck, Darmstadt, Germany)/Acetic Acid
(Merck), pH=7.4 and (B) A+250 mM ammonium acetate
(Merck) were prepared by dilution of the solid salts with
the 18 MΩcm distilled de-ionized water. Ultrapure
18 MΩcm distilled de-ionized water was obtained by
means of a Milli-Q system (Millipore, Bedford, MA,
USA). The BMOV complex used in this work were
synthesized according to previous publications and struc-
ture confirmed also by ESI-Q-TOF [15].
Instrumentation
HPLC separations were carried out using a dual piston
liquid chromatographic pump (Shimadzu LC-10 AD,
Shimadzu Corporation, Kyoto, Japan) equipped with a
sample injection valve Rheodyne, Model 7125 (Cotati,
CA, USA), fitted with a 100-μl injection loop, and an
anion-exchange column, Mono-Q HR 5/5 (50×5 mm
id, Pharmacia, Amersham Bioscience, Spain) or a size
exclusion column, Superdex 75 (Pharmacia, Amersham
Bioscience, Spain). Specific atomic detection of V in
the column effluent was performed using an ICP-MS
Model 7500ce from Agilent Technologies (Agilent,
Tokyo, Japan). Operating conditions are listed in
Table 1. In order to reduce elemental contamination
coming from the chromatographic system, a scavenger
column (25×0.5 mm id) was placed between the pump
and the injection valve in order to eliminate possible
metal traces present as contamination in the mobile
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phases. The scavenger column was packed with Kelex-
100 (Schering, Germany) impregnated silica C18 material
(20 μm particle size; Bondapack, Waters Corporation,
Massachusetts, USA).
For glycohemoglobin separation, a boronate affinity
column, TSK-GEL® Boronate-5PW (75×7.5 mm id, Tosoh
Bioscience GMBH, Stuttgart, Germany) was used in
connection to a VIS detector. Mobile phases for affinity
HPLC contain: (A or loading buffer) 250 mM ammonium
acetate (Merck, Darmstadt, Germany), 50 mM magnesium
chloride (Sigma, St. Louis, MO, USA)/1 M sodium
hydroxide (Merck), pH 8.5 (B or elution buffer); 200 mM
sorbitol (Sigma), 100 mM tris-aminomethane (Merck)/1 M
acetic acid (Merck), pH 8.5 and (C or regeneration buffer)
100 mM glacial acetic acid (Merck).
In the case of the MALDI-TOF for intact protein analysis,
the system employed was a Voyager-DETM STR Biospectr-
ometry™ Workstation (Applied Biosytems) equipped with a
nitrogen-pulsed laser and operating in positive mode. Typi-
cally, mass spectra were acquired by averaging 100–150
single laser shots. External calibration was performed for
molecular assignments using a standard of bovine serum
albumin. All experimental and calculated mass values given
refer to the average molecular mass and are mean of three to
five different samples.
Procedures
Animals and diet
Five groups of eight Wistar rats (Charles River laboratories)
were used for the experiment: control group, control group
treated with bis(maltolato)oxovanadium(IV) (BMOV) at
6.22mg/day, which supplied V at 1 mg/day, STZ-diabetic
group, STZ-diabetic group treated with 6.22 mg BMOV/
day, which supplied V at 1 mg/day, and STZ-diabetic group
treated with BMOV at 18.66 mg/day, which supplied V at
3 mg/day. The STZ is used to deplete the β-cells in the
pancreas, inducing diabetes type I. Animals were fed with a
diet recommended by the American Institute of Nutrition
(AIN-93). BMOV was administrated in the drinking water
and renewed daily in order to control the day intake of V
(IV) (by measuring the ingested volume). Every 7 days, the
random glycaemia in peripheral blood was analysed.
On day 35, the rats were anaesthetized with a solution of
pentobarbital (0.5 g/100 mL) and exanguinated by cannul-
ising the posterior aorta. Blood for glycohemoglobin (GHb)
studies was collected and centrifuged at 3,000×g×15 min to
separate the serum that was collected separately. The red
blood cells were then washed (three times) with saline
solution and the washing solution was discarded by
HPLC parameters
Column Mono-Q 5/5 HR (Pharmacia, Amersham)
Mobile phases A—50 mM tris-acetic acid (pH 7)
B—A+250 mM ammonium acetic buffer (pH 7)
Gradient 0–100% B in 30 min
30–35 min 100% B
36 min 0%B
Injection volume 100 μL
Flow rate 1 mL min−1
Detection UV (295 nm)
ICP-MS parameters
Instrument Agilent 7500ce (Agilent Technologies)
Forward power 1,500 W
Nebulizer Meinhard
Isotopes monitored 56Fe and 51V
Collision/reaction gas He
Flow 4 mL min−1
QP-Bias −16 V
Octapole-Bias −18 V
MALDI-TOF parameters
Instrument Voyager-DETM STR (Applied Biosytems)
Laser Nitrogen
Laser shots 100–150
External calibration BSA
Matrix Saturated sinapinic in 50% AcN and 0.1% TFA
Table 1 Instrumental operating
conditions
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centrifugation at 3,000×g. The serum samples were
separated in 1-mL aliquots and kept frozen (−20 °C) until
their analysis by HPLC. Once they were thawed, they were
not reused.
For identification of the proteins binding V in serum, the
collected fractions obtained after HPLC separation of the
samples were desalted/preconcentrated using membrane
cut-off filters (50 kDa, Amicon-Ultra, Millipore Iberica,
Madrid, Spain). Afterwards, an aliquot of each of the
preconcentrated fractions was mixed with a saturated
solution of sinapinic acid (used as matrix) and immobilized
on the MALDI plate for identification of the V ligand in
vivo.
The liver, gastrocnemius muscle, kidney and femur were
also removed, weighed, placed in preweighed polyethylene
vials, and stored at −80 °C. All the animal experiments
were conducted according to the Bioethics Protocol of the
University of Granada. For tissue mineralization, the
samples were digested using a mixture of nitric acid/
hydrogen peroxide in a microwave oven using a method
from the literature [18]. The method for total V analysis was
validated through the analysis of a certified reference
material of plankton BCR 414.
Measurement of glycated haemoglobin
The preparation of hemolysates was carried out as described
in a previous work [19]. Before injecting in the HPLC
system, the hemolysates were filtered through 0.22 μm
syringe filters (Millipore). For GHb, measurements by
affinity HPLC, the hemolysates were dissolved in the
loading buffer (A) and applied to the boronate column
(50 μL). The loading buffer (20 mL) was used to equilibrate
the column and to wash through the non-bound fraction. To
elute the bound fraction, 20 mL of elution buffer (B) was
used. The absorbance of the Hb was recorded at 415 nm (the
specific wavelength for the heme group) with a diode array
detector from Agilent Technologies (1100 series, Agilent,
Tokyo, Japan).
Intestinal perfusion experiments
The study was conducted in male Wistar rats weighing
190–220 g (Charles River Laboratories) randomly divided
into two groups: (a) eight rats for the study of the
absorption of vanadyl sulphate and (b) eight rats for the
study of the absorption of BMOV.
The rat intestinal perfusion procedure was conducted
following a method described previously [20, 21]. Twenty-
four-hour fasted rats were initially anaesthetized (1 ml/100 g
of body weight, intraperitoneally solution of sodium pento-
barbital 0.5% (m/V)) and kept under continuous anaesthesia
during the entire perfusion. Then, after opening the
abdominal cavity, the small intestine was exposed and an
incision was made first at the pyloric sphincter and then at
the ileocecal valve, and a catheter was inserted into the
lumen via the incisions. After, the intestine contents were
flushed by pumping of isotonic saline solution (37 °C), the
small intestine was continuously perfused with 20 ml the
vanadium solution (15 mg L−1 V in Tyrode solution) at a rate
of 11.4 ml h−1 at 37°C using a peristaltic pump. Composition
of the perfusion solution was as follows: 8.0 gL−1 NaCl,
0.2 gL−1 KCl, 0.2 gL−1 CaCl2 anhydrous, 0.1 gL
−1
MgCl2·anhydrous, 0.05 gL
−1 NaH2PO4·H2O and 1 g
L−1 day glucose (pH=7). The experiment was performed in
a thermoregulated chamber. After perfusion, samples for
analysis were frozen at −80 °C.
Results and discussion
Insulin-mimetic effects of BMOV: circulating glucose
and glycated haemoglobin
The insulin-mimetic properties of BMOV were evaluated
first to confirm the efficacy of the treatment. Thus, blood
glucose concentration was measured by the glucose oxidase
method using a commercially available kit. Figure 1 shows
the circulating glucose measured in control, diabetic and
diabetic+BMOV (at two concentrations, V at 1 and 3 mg/
day). As can be observed in Fig. 1, the administration of
BMOV in the drinking water was dose-dependently
lowering the blood glucose concentration in STZ-diabetic
rats. Only doses of V at 3 mg/day proved to decrease the
circulating glucose to values below 200 mg/dL, therefore non-
hyperglycaemic rats. It is important to address that the results
plotted in Fig. 1 correspond to the random glucose measure-
ments. This means that the values will be affected for what
the animal has ingested until the measurement is taken. This
is the explanation for the relatively large error bars.
Alternatively, fasting plasma glucose could be measured as
well providing similar results (data not shown). Finally, it
must be stressed that toxicity (evaluated as survival of
exposed animals) was comparable in both groups of animals
exposed to the V drug, therefore independent to the doses,
and turned out to be of about 80%.
Additionally, in uncontrolled or poorly controlled diabe-
tes there is an increased glycation of a number of proteins
such as haemoglobin. Glycated haemoglobin (GHb) has
been found to increase in patients with diabetes mellitus
and the increment to be proportional to the blood glucose
concentration [22]. Thus, GHb is used to indicate blood
glucose concentration of dibetes in a long time (4 to
10 weeks) and is not affected by possible fluctuations of
blood glucose concentrations. The evaluation of GHb was
done by using affinity chromatography with UV/VIS
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detection (415 nm) of the heme group of the haemoglobin
and the results are shown in Fig. 2a, b. Optimization of the
sample preparation details have been published in a
previous publication [19]. Figure 2a shows the chromato-
gram corresponding to the elution profile of glycated and
non-glycated haemoglobin in diabetic rats and diabetic rats
treated with V at 3 mg/day as BMOVafter the five weeks of
treatment. In order to assess the presence of GHb just in the
second fraction of the chromatogram, the two absorbing
peaks were collected (shadowed in Fig 2a), desalted and
analysed by MALDI-TOF. The obtained results shown in
Fig. 2b indicated molecular masses of 15,364 Da (theoret-
ical, 15,359 Da) and 16,005 Da (theoretical, 16,013 Da),
corresponding to the glycated α- and β-chains of haemo-
globin, respectively, were only present in the fraction
eluting at 24.5 min (chromatogram of Fig. 2a).
As can be observed, rather qualitatively, in the chromato-
grams of Fig. 2, the glycation of Hb by the circulating
glucose is also noticeably decreased with the V treatment
doses of 3 mg/day. The relative concentration of glycated
Hb is reported in Fig. 3 for the different animal groups in
box diagrams. The presented data corresponds to the eight
animals of each group. The results correspond to the
relative percentage of the integrated peak area. The total
Hb concentration was also monitored and since the column
recovery is quantitative (>95%), the relative data could be
easily converted in absolute numbers. However, for
comparison purposes and considering that clinically %
GHb is normally used, we have maintained peak area
percentages in Fig. 3.
Similarly to the results of the circulating glucose, the
levels of GHb in diabetic rats treated with 3 mg/day are
reduced from about 21% to about 15%. It is noteworthy
that even when the boxes of V at 1 and 3 mg/day overlap a
little bit, just two animals of the V at 3 mg/day group are
C CV 1mg D DV 1mg DV 3mg
0
5
10
15
20
25
30
%
G
ly
-H
b 
Groups 
C   control 
CV control + V 
D   diabetic 
DV diabetic + V 
Fig. 3 Percentage of glycated haemoglobin (%GHb) in the different
treated groups (C control, CV control treated with V(IV), D diabetic,
DV diabetic treated with 1 mg/day and with 3 mg/day)
α-Hb 
7960.4 10761.8 13563.2 16364.6 
Mass (m/z)
152026 
15364.61 
15870.05 
16005.51 
7603.16 
7684.22 
8219.90 7581.27 
α-glyHb 
β-Hb 
β-glyHb 
0
50
100
%
 In
te
ns
ity
 
B) 
A) 
0
50
100
0 5 10 15 20 25 30 35
Time (min)A
bs
or
ba
nc
e 
(A
.U
.)
0
50
100
0 5 10 15 20 25 30 35
Time(min)A
bs
or
ba
nc
e 
(A
.U
.)
Hb 
GHb 
Fig. 2 Measurement of glycated haemoglobin by boronate affinity
chromatography. a Chromatograms corresponding to a diabetic rat
(upper) and diabetic treated with V at 3 mg/day (lower) and b
MALDI-TOF of the GHb fraction (shadowed in (a))
0
100
200
300
400
500
600
700
800
900
1000
T=0 Week 1 Week 2 Week 3 Week 4 Week 5
Time
Gl
uc
o
s
e
 
(m
g/
m
L)
Diabetic
Diab + 1 ppm V
Diab + 3 ppm V
Control
Control + 1 ppm V
Fig. 1 Comparison of the levels of circulating glucose (random
glycaemia) in control, control treated with V (1 mg/day), diabetic and
diabetic rats treated with V (at 1 and 3 mg/day). Threshold for
glycaemic rats is at 200 mg/dL
Absorption, transport and insulin-mimetic properties of BMOV 281
above 20% GHb (having 20.12% and 21.36%, respectively)
which is the lowest limit of the V at 1 mg/day group box.
Therefore, 75% of the animals with V at 3 mg/day show
GHb below 20% Thus, statistically the V at 3 mg/day
produces a significant effect on reducing the GHb in respect
to V at 1 mg/day. Indeed, the values are still higher than in
the control individuals (the mean of the controls is about
8.5% with a very low dispersion given by the box size), but
the improvement with respect to the animals treated with V
at 1 mg/day is noticeable. Since GHb is a long-term
biomaker of diabetes, probably longer BMOV treatment
periods are necessary to decrease it to the control levels. In
any case, BMOV confirms its efficacy as insulin-mimetic
agent but in a dose-dependent manner.
Intestinal absorption experiment
Different V absorption experiments have been conducted in
the literature to address possible differences on the different
compounds. Some of them make use of a 13-compartment
Table 2 Results obtained for the perfusion experiments
Compound Number Perfused V
(mg/L)
Collected V
(mg/L)
Absorbed V
(mg/L)
% absorption Absorption by intestinal surface
(V at mg×L−1/cm2)
V(IV) sulphate 8 14.0±1.5 8.2±1.0 6.3±0.9 38.0±9.5 0.09±0.04
V(IV) maltolate 8 15.4±1.2 10.1±0.56 5.3±0.9 35.5±3.8 0.09±0.03
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samples from (a) control rats, (b) diabetic rats and (c) diabetic treated with V at 3 mg/day
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model that considers the oral input and that the unabsorbed
V is excreted via the faeces whereas the excretion of the
absorbed Voccurs via urine [12]. Other authors make use of
Caco-2 cells to address the absorption of the drug [8].
However, true absorption of ingested trace metals is defined
as the uptake and transfer of the dietary mineral across the
mucosal cells. In this regard, small intestine perfusion
experiments seem to be particularly adequate to study
metallodrugs absorption in animal models.
Therefore, vanadium absorption studies by intestinal
perfusion of the different V species is attempted here, for
the first time, in anaesthetized animals. For this purpose, the
animals were treated as described in the procedures section
and the total V was measured by ICP-MS after adequate
dilution and using He as cell gas in the infused solution
before and after perfusion. The obtained results (before and
after normalization by the dimensions of the intestine of the
different animals) are shown in Table 2. As can be
observed, the absorption of BMOV is around 35%, a value
which is in good agreement with previous studies that
reported absorption rates about 38% for BMOV using
previously described strategies [12]. Thus, such small
intestine perfusion experiments seem to be adequate to
mimic Vabsorption after oral ingestion of the drugs. Similar
absorption experiments were conducted for vanadyl sul-
phate that forms an aquocomplex at neutral pH. In this case,
although the absorption percentage is slightly higher for
vanadyl sulphate in respect to BMOV (38% versus 35%),
when the results are normalized by taking into account the
intestine surface (and therefore, the available area for
absorption which is different among animals) comparable
results were observed for both compounds. Although faster
absorption kinetics have been reported in previous pub-
lications for the vanadyl sulphate in respect to other V(IV)
chelates such as BMOV, we have found similar results for
both compounds in this experiment [8]. Since the different
V compounds in our experiments are pumped at a fixed
rate, they have a limited residence time in the intestine and
so the absorption calculated in this way can be similar for
both metal species. In any case, a pharmacological benefit
of V (IV) chelation beyond absorption is conceivable and
should be attributed to improved biodistribution and
accumulation in tissues and lower intestinal toxicity.
Blood transporters of BMOV
Once V is absorbed through the absorptive membrane, it
may use different blood transporters to be distributed to the
different organs. Although speciation experiments have
been conducted by spiking serum samples with BMOV,
few studies are available where the drug interactions with
blood biomolecules have been obtained in vivo. Whole
blood of the different groups of treated rats was processed
to obtain separated serum and red blood cells. Experiments
conducted with 48V radioactive tracer revealed that in
blood, most V is present in the serum fraction (up to
86%), while just about 14% was present in the packed cells
[13]. Therefore, initial speciation studies were conducted in
the serum samples using anion-exchange chromatography
and UV/VIS detection of proteins as well as ICP-MS for
specific 51V detection [17]. The speciation results of the rat
serum samples are plotted in Fig. 4. The chromatograms
corresponding to control, diabetic and diabetic treated with
BMOV (V at 3 mg/day) rats are shown in Figs. 4a–c panels
where ICP-MS signals for V and the corresponding Fe
traces are shown together for comparison.
As shown by control experiments in Fig. 4a, even at very
low levels V can be detected in the control samples (at a
retention time of about 10–15 min) due to the traces of this
element present in the diet of the animals. Figure 4b
demonstrates an important increase in the content of the
diabetic rats (due to the fact that these animals absorb and
retain more elements from the diet than controls and also
due to the increase in the water consumption) while Fig.4c
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shows a dramatic increase, just at the same retention time
where Fe elutes in the chromatogram (i.e. transferring
elution). Two conclusions arise from such results: transfer-
rin is the V(IV) transporter in blood when given as BMOV
and this biomolecule seems to be the only detectable carrier
of V in the rat serum, both in diabetic and non-diabetic rats.
The principal biochemical function of serum Tf is to
transport iron in the blood stream, but it is known that Tf
acts as carrier of other metal ions present in serum as well
since the total Fe present can fill just only 30% of the metal
available sites. In our experiments, even at the highest
therapeutically used V concentration (3 mg/day) the only V
binder to be detected has been transferrin with only very
minor traces of some other possible complexes (e.g. with
albumin). Additionally, the preferred binding sites in transfer-
rin seem to be similar to those of Fe since both chromato-
graphic profiles are indistinguishable (see Fig. 4c for Vand Fe
profiles). Therefore, these results obtained in vivo agree with
those obtained by in vitro experiments and confirm that once
in serum, the used V chelate (BMOV in this case) behaves as
Fe3+ in the corresponding binding to the protein in the metal
sites [15].
This fraction containing V (10–15 min fraction) was
collected off line and cleaned up to remove salts and obtain
sample preconcentration in order to address the protein
molecular mass by MALDI-TOF. Figure 5 shows the
MALDI spectrum obtained for the collected fractions (10–
11.5 and 11.5 to 15 min, respectively) indicating, in both
cases, a molecular mass of about 76.5 KDa corresponding
to that of rat serum transferrin which contains two complete
oligosaccharide structures associated, (confirming the pre-
viously observed results in vitro for spiked human serum
[15] which showed the tetra-sialotransferrin structure as the
main V binder).
Regarding the V present in packed blood cells, metal
speciationwas accomplished by size exclusion chromatography-
ICP-MS after precipitation of haemoglobin to avoid column
overloading. In these samples, the V chromatographic profile
revealed a V-containing fraction at molecular mass from 3 to
4 kDa (assayed in two different columns, data not shown). These
results are in agreement with previous fractionation experiments
using radioactive 48V [13].
Final studies on V accumulation in tissues were con-
ducted in order to determine target organs accumulating
most of the transported V ions in the blood stream. By now
it is known that administrated BMOV is rapidly deposited
in the tissues, producing there an important accumulation.
Figure 6 shows our obtained results for total V accumulated
into the kidney, liver, muscle and femur of control animals
and diabetic animals with and without BMOV treatment (V
at 1 and 3 mg/day, respectively). Results of Fig 6 indicate,
once again, that the V accumulation is doses dependent and
that kidney is a target organ for Vaccumulation followed by
bone and then liver. It seems to be known that bone is one
of the main tissues for vanadium storage in vertebrates
(replacing phosphate in the apatite lattice of bone mineral)
but without affecting the bone quality [23].
Conclusions
BMOV has proved to be at adequate doses in rats a good
insulin-mimetic agent in vivo. Within the same study, it has
been possible to observe that BMOV reduces both,
circulating glucose and glycated haemoglobin in a doses-
dependent way. Thus, at doses of V at 3 mg/day, the levels
of glucose and glycohemoglobin reduce significantly to
non-hyperglycaemic levels in the case of circulating
glucose in STZ hyperglycaemic rats. In terms of intestinal
absorption, the perfusion experiments revealed Vabsorption
rates of about 35% for BMOV, a figure close to that
reported before in different principle absorption experi-
ments. Similar values have been found as well for another
species such as vanadyl sulphate (although the use of a
coordinated V complex rather than an inorganic form is
preferable due to gastrointestinal tolerance). The integrated
use of HPLC-ICP-MS and MALDI-TOF has permitted to
investigate the biomolecules transporting V in the blood
stream after oral administration of BMOV. Serum transfer-
rin was the main binder of V in rat serum (of control,
diabetic and V-treated animals) confirming previous in vitro
experiments. Conversely, the V fraction going into the red
blood cells has been identified as a low-molecular-weight
complex (∼3 kDa) after haemoglobin removal. Finally, the
drugs-derived transported V ions are mainly accumulated
into the kidney, bone (femur) and liver tissues of the
animals.
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